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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATP adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
bp bazni par 
C citozin 
ddH2O dvakrat destilirana voda 
dH2O destilirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
G gvanin 
GRAS splošno priznan kot varen (angl. generally regarded as safe) 
kb kilobaza 
kDa kilodalton 
NADH reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida 
NADPH reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata 
ORF odprti bralni okvir (angl. open reading frame) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PEG polietilen glikol 
Pi anorganski fosfor 
SC-URA + 
GAL 
sintetično popolno gojišče brez uracila z dodano galaktozo 
SC-URA + 
GLU 
sintetično popolno gojišče brez uracila z dodano glukozo 
ssDNA enoverižna DNA (angl. single stranded DNA) 
TCA triklorocetna kislina 
tRNA prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
U enota (angl. unit) 
YPD kvasni ekstrakt pepton dekstroza (angl. Yeast  extract-Peptone-Dextrose) 
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1 UVOD 
 
Rekombinantni proteini so koristni v biofarmacevtski industriji, živilski in kmetijski 
industriji. Hitrost proizvodnje, kakovost proteinov, funkcionalnost in donos so 
najpomembnejši dejavniki, ki jih je potrebno upoštevati pri izbiri pravega ekspresijskega 
sistema za proizvodnjo rekombinantnega proteina (Demain in Vaishnav, 2009). Produkcija 
farmacevtsko pomembnih rekombinantnih proteinov je omejena na bakterijo Escherichia 
coli, kvasovko Saccharomyces cerevisiae in na sesalske celice, tehnološke encime pa 
biosintetizirajo v bakterijah, kvasovkah in filamentoznih glivah (Novak in Podobnik, 
2006). S. cerevisiae je modelni organizem za proučevanje temeljnih vidikov evkariontske 
celične biologije (Duina in sod., 2014). Je ena izmed najbolj priljubljenih celičnih tovarn in 
se v sodobni biotehnološki industriji uporablja za proizvodnjo etanola, organskih kislin, 
aminokislin, encimov in terapevtskih proteinov (Nandy in Srivastava, 2018). Ekspresijski 
sistemi S. cerevisiae so ekonomični, lahko hitro dosežejo visoko gostoto celic in 
proizvajajo visoke koncentracije ciljnih proteinov. Kvasovka S. cerevisiae je sposobna 
izražanja širokega nabora različnih rekombinantnih proteinov in ima GRAS status (splošno 
priznana kot varna) (Çelik in Çalik, 2012). Primerna je za klasično genetiko in sodobne 
tehnike rekombinantne DNA (Kim in sod., 2015). Inzulin in inzulinski analogi so 
prevladujoči biofarmacevtiki, ki jih rekombinantno proizvajajo v S. cerevisiae (Nielsen, 
2013). 
 
Fitaze so fosfohidrolaze, ki postopno cepijo fitinske kisline na nižje inozitolne fosfatne 
estre in anorganski fosfat. So encimi, ki se uporabljajo v živinoreji (Lei in Porres, 2003) in 
akvakulturi kot dodatek v krmi (Kumar in sod., 2012). 
 
Zaključni proizvodni postopki predstavljajo izziv za industrijsko proizvodnjo heterolognih 
encimov s kvasovko S. cerevisiae, saj lahko stroški močno narastejo, če se produkt slabo 
izloča v gojišče in ga je potrebno pridobiti iz celičnega lizata. S. cerevisiae lahko izločajo 
heterologne proteine v gojišče, če so na strukturnem genu ustrezna signalna zaporedja 
(Demain in Vaishnav, 2009). 
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1.1 NAMEN DELA 
 
Cilj naloge je bil heterologno izraziti fitazo bakterije E. coli v izbranem sevu kvasovke S. 
cerevisiae in testirati različna signalna zaporedja za izločanje izbranega produkta v gojišče 
ter preveriti uspešnost izražanja in izločanja v gojišče s spektrofotometričnim 




Zastavili smo si naslednje hipoteze: 
 
 V kvasovki S. cerevisiae lahko heterologno izrazimo rekombinantno fitazo 
bakterije E. coli. 
 
 Pričakujemo, da bo v gojišču prisotna večja količina heterologno izražene fitaze kot 
v celicah. 
 
 Različni pogoji kultivacije (sestava gojišča, temperatura kultivacije) vplivajo na 
količino heterologno izražene fitaze. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KVASOVKA S. cerevisiae 
 
S. cerevisiae je enocelični evkariotski organizem, ki je dobro preučevan na celični, 
molekularni in genetski ravni (Landry in sod., 2006). Kvasovka je verjetno ena 
najpomembnejših mikrobnih vrst v človeški zgodovini (Goddard in Greig, 2015) in je 
najstarejši udomačen organizem, saj se je uporabljala v pivovarstvu že okoli leta 6000 
pr.n.št. (Feldmann, 2012). Že več tisoč let se uporablja tudi pri peki in v vinarstvu (Le 
Borgne, 2012). Je ena izmed najbolj priljubljenih celičnih tovarn in se v sodobni 
biotehnološki industriji uporablja za proizvodnjo etanola, organskih kislin, aminokislin, 
encimov in terapevtskih proteinov (Nandy in Srivastava, 2018). Kot višji evkarionti ima 
osnovno subcelularno organizacijo s prisotnim jedrom, Golgijevem aparatom, 
endoplazmatskim retikulumom, vakuolami, sekretornimi vezikli in mikrotelesi (Novak in 
Podobnik, 2006). Zato je S. cerevisiae evkariontski modelni organizem (Fields in Johnston, 
2005) in ima pomembno vlogo pri razumevanju skoraj vseh evkariontskih celičnih 




Askomikotne kvasovke živijo kot saprofiti, pogosto v povezavi z rastlinami in živalmi. 
Nekaj vrst za ljudi predstavljajo glivične okužbe in manj kot 10 vrst so rastlinski patogeni. 
Kvasovke so odgovorne za pomembne industrijske in biotehnološke procese, vključno s 
peko, pivovarstvom in sintezo rekombinantnih proteinov (Suh in sod., 2006). Znanih je več 
kot 1500 vrst kvasovk (Routledge in sod., 2016). 
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S. cerevisiae je bil prvi evkariont, katerega genom je bil popolnoma sekvenciran. Vsebuje 
haploidni komplet 16 kromosomov, velikosti od 200 do 2200 kb (Sherman, 2002). Leta 
1996 je bilo objavljeno celotno zaporedje genomske DNA, ki je sestavljena iz 12,068 kb. 
Analiza genoma kvasovke S. cerevisiae je pokazalo obstoj 6275 odprtih bralnih okvirjev 
(ORF), ki teoretično lahko kodirajo proteine, daljše od 99 aminokislin (Goffeau in sod., 
1996). Genom kvasovke je zelo kompakten, saj geni predstavljajo kar 72 % celotnega 
zaporedja. Povprečna velikost genov je 1,45 kb ali 483 kodonov, z razponom od 40 do 
4910 kodonov. Zaporedje genoma je pokazalo, da kvasovke vsebujejo 262 tRNA, med 
katerimi jih 80 vsebuje introne. V večini sevov S. cerevisiae je prisoten 2-µ krožni 
plazmid, ki vsebuje elemente za lastno replikacijo (Sherman, 2002). 
 
2.1.3 Življenjski cikel 
 
Celice S. cerevisiae se razmnožujejo spolno in nespolno (vegetativno) (Lodish in sod., 
2008). Pri vegetativnem razmnoževanju se diploidne celice delijo z brstenjem. Mlada 
celica sprejme polovico dednide starša. Pri spolnem razmnoževanju ima kvasovka 
haploiden in diploiden del cikla (Raspor, 1996). Dve haploidni celici, ki se razlikujeta po 
paritvenemu tipu, celici paritvenega tipa a oziroma α, se lahko parita in oblikujeta a/α 
diploidno celico (Lodish in sod., 2008). Nekateri sevi, znani kot heterotalični sevi, imajo 
fiksni paritveni tip, homotalični sevi pa lahko zamenjajo paritveni tip (Landry in sod., 
2006). Med vegetativno rastjo lahko celice, ki imajo aktiven gen HO, preklapljajo med 
paritvenim tipom a in α (Raspor, 1996). Pod pogoji stradanja vstopijo diploidne celice v 
fazo mejoze, kjer se oblikujejo haploidne askospore. Počenje aska sprosti štiri haploidne 
spore, ki lahko kalijo v haploidne celice in te lahko rastejo nespolno (Lodish in sod., 2008). 
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S. cerevisiae najdemo na sadju (Goddard in Greig, 2015), večinoma na razpadajočem sadju 
(Raspor, 1996), na žuželkah, v tleh in na različnih rastlinah (Goddard in Greig, 2015), 
predvsem na lubju hrasta (Duina in sod., 2014). Pri ljudeh je prisotna kot komenzal ali, 
zelo redko, kot patogen (Goddard in Greig, 2015). S. cerevisiae ima bogat metabolizem, ki 
ji omogoča, da preživi ali raste v številnih okoljih (Goddard in Greig, 2015). Je zelo 
odporna na nizke pH vrednosti, visoke koncentracije sladkorja, na visok osmotski tlak in 
na oksidativni stres (Le Borgne, 2012). Lahko preživi in raste pri nizki ali visoki vsebnosti 
dušika, v pH območju med 3 in 8 in v temperaturnem območju od 0 °C do 45 °C (Goddard 




S. cerevisiae je fakultativno fermentativen organizem (Rodrigues in sod., 2006). Lahko 
preide na mešani dihalno-fermentacijski metabolizem, kar povzroča nastajanje etanola, ko 
zunanja koncentracija glukoze presega 0,8 mM (Otterstedt in sod., 2004). Je Crabtree 
pozitivna kvasovka, ki ima nizke katabolne tokove skozi pentoza fosfatno pot. Pentoza 
fosfatna pot se pri Crabtree pozitivnih kvasovkah večinoma uporablja za regeneracijo 
NADPH, ne pa za proizvodnjo biomase ali katabolične reakcije (Rodrigues in sod., 2006). 
Čeprav je fermentacija sladkorja približno 10-krat manj metabolično učinkovita kot 
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aerobno dihanje v smislu proizvodnje ATP, lahko ponuja selektivno prednost. Pri 
fermentaciji se hitreje sprosti energija in tako omogoča hitrejšo začetno rast kot aerobno 
dihanje (Goddard in Greig, 2015). Pri anaerobni rasti S. cerevisiae potrebuje zunanjo 
oskrbo s steroli in maščobnimi kislinami (Rodrigues in sod., 2006). V anaerobih se NADH 
reoksidira v procesu alkoholne fermentacije. S. cerevisiae hitro fermentirajo glukozo, 
fruktozo, manozo in saharozo preko glikolizne poti (Embden-Meyerhof-Parnas pot), 
medtem ko D-galaktozo fermentira s kombiniranim delovanjem Leloirjeve poti in glikolize 
(van Maris in sod., 2006). Visoke koncentracije glukoze povzročijo 3- do 4-kratno 
povečanje aktivnosti piruvat-dekarboksilaze in zmanjšanje aktivnosti acetaldehid-
dehidrogenaze, kar daje prednost alkoholni fermentaciji. V nasprotju s številnimi 
evkariontskimi celicami, vključno z drugimi vrstami kvasovk, S. cerevisiae nima več 
podenot NADH-dehidrogenaze, namesto tega vsebuje eno podenoto NADH ubikinon 
oksidoreduktaze, ki povezuje oksidacijo intramitohondrijskega NADH do dihalne verige. 
Dihalna veriga se razlikuje od drugih gliv in rastlin ne samo po prisotnosti NADH-
dehidrogenaze, ki ni vezana na protonsko črpalko, ampak tudi zaradi odsotnosti cianidno 
odporne alternativne oksidaze, ki katalizira neposredno oksidacijo ubikinona z 
molekularnim kisikom brez ustvarjene protonske sile (Rodrigues in sod., 2006). 
 
2.2 POIZVODNJA REKOMBINANTNIH PROTENOV 
 
Rekombinantni proteini se proizvajajo in uporabljajo v biofarmacevtski industriji, živilski 
in kmetijski industriji. Prvi korak do rekombinantnega proteina je pridobitev želene DNA, 
ki vsebuje zapis za želen produkt. Gen za zapis vključimo v ustrezen vektor, ki ga vnesemo 
v gostiteljski organizem, s pomočjo katerega pridobivamo tarčni protein. Kakovost 
proteinov, funkcionalnost, hitrost proizvodnje in donos so najpomembnejši dejavniki, ki jih 
je potrebno upoštevati pri izbiri pravega ekspresijskega sistema za proizvodnjo 
rekombinantnega proteina. Rekombinantni proteini se lahko izrazijo v celičnih kulturah 
bakterij, kvasovk, insektov, sesalcev in rastlin (Demain in Vaishnav, 2009). Izbira 
gostiteljskega seva je ključnega pomena za uspeh celotnega procesa (Preglednica 1). 
Kvasovke se pogosto uporabljajo pri proizvodnji rekombinantnih proteinov medicinskega 
ali industrijskega pomena. Obstaja veliko pomembnih gostiteljskih kvasovk, med katerimi 
so industrijsko najbolj zanimive: S. cerevisiae, Komagataella phaffii (Pichia pastoris), 
Ogataea (Hansenula) polymorpha, Kluyveromyces lactis, Schizosaccharomyces pombe, 
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Preglednica 1: Primerjava značilnosti različnih ekspresijskih sistemov (Nevalainen in sod., 2005; Novak in 
Podobnik, 2006) 
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2.2.1 Izražanje rekombinantnih proteinov s kvasovko S. cerevisiae 
 
Ekspresijski sistemi kvasovk so ekonomični, saj lahko hitro dosežejo visoko gostoto celic, 
proizvajajo visoke koncentracije tarčnih proteinov in ne vsebujejo pirogenov, patogenov 
ali virusnih vključkov (Çelik in Çalik, 2012). Lahko proizvedejo proteine, večje od 50 kDa 
(Demain in Vaishnav, 2009). Dodatna prednost je v tem, da lahko kvasovke v številnih 
primerih izvedejo ustrezne post-translacijske modifikacije proteina, vključno s 
proteolitično obdelavo signalnih peptidov, tvorbo disulfidnih vezi in glikozilacijo (Nielsen, 
2013). Imajo sposobnost izločanja tarčnih proteinov v gojišče, kar olajša zaključne 
postopke (Demain in Vaishnav, 2009). Razvita je metodologija manipulacije dednine, tako 
z metodami klasične genetike, kot tudi sodobnimi tehnikami rekombinantne DNA, hkrati 
pa imamo na voljo širok razpon mutiranih sevov (Kim in sod., 2015). 
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20 % biofarmacevtskih zdravil se proizvaja v S. cerevisiae (Nielsen, 2013). Prvo cepivo 
proti človeškim virusnim okužbam, hepatitis B, so intracelularno proizvedli v 
rekombinantni S. cerevisiae (Çelik in Çalik, 2012). Proizvodi na trgu, ki so izdelani v S. 
cerevisiae, so inzulin in inzulinski analogi, glukagon, uratna oksidaza, trombocitni rastni 
faktor (Novak in Podobnik, 2006), človeški serumski albumin, virusni delci, na primer za 
cepljenje proti humanemu papiloma virusu (Nielsen, 2013). 
 
2.2.2 Izločanje proteinov pri kvasovkah 
 
Sekretorna pot proteinov v kvasovkah je zelo zapletena, ker je v proces vključenih več kot 
550 proteinov, vendar pa je približno 160 proteinov odgovornih za različne post-
translacijske procese, kot so glikozilacija in zvijanje. Skoraj vsi proteini so usmerjeni na 
endoplazmatski retikulum (ER) in Golgijev aparat (Nandy in Srivastava, 2018). Začetni 
korak izločanja je prenos proteina skozi membrano ER v lumen organela (Kim in sod., 
2015). Zvijanje proteinov v ER je ključnega pomena za sekretorno pot, saj lahko le 
pravilno zviti proteini vstopijo v pot, medtem ko napačno zviti proteini povzročajo stres 
ER, kar vodi k aktiviranju odziva na nezvite proteine (UPR). Aktiviranje UPR povzroči 
transkripcijsko spremembo okoli 400 genov, od katerih so mnogi pod regulacijo 
transkripcijskega faktorja Hac1p. Rezultat te ureditve je povečano izražanje šaperonov, kot 
tudi z ER povezana razgradnja proteinov (ERAD) (Nielsen, 2013). Popravljeni pravilno 
zviti proteini se izločijo v Golgijev aparat za nadaljnjo obdelavo in nato izločijo preko 
endosoma, ali pa vstopijo v vakuolo za nadaljnje skladiščenje ali razgradnjo (Nandy in 
Srivastava, 2018). UPR in ERAD uravnavata pretok proteinov skozi ER-Golgi kompleks 
(Kim in sod., 2015). Kompleksi COPI in COPII olajšajo prenos proteinov na ER in 
Golgijev aparat (Nielsen, 2013). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz sekretorne poti proteinov v kvasovkah (Nielsen, 2013) 
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2.2.3 Optimizacija kvasnega ekspresijskega sistema za proizvodnjo rekombinantnih 
proteinov 
 
Z veliko raznolikostjo vektorjev, promotorjev in selektivnih markerjev, skupaj s 
pridobljenim znanjem o tehnikah fermentacije v industrijskem merilu in s sedanjim 
napredkom v postgenomski tehnologiji, je mogoče oblikovati bolj stroškovno učinkovite 
ekspresijske sisteme, da bi zadovoljili naraščajoče povpraševanje po rekombinantnih 
proteinih. Oblikovanje optimalnega sistema za proizvodnjo rekombinantnih proteinov 
vključuje številne ključne korake: izbira seva gostitelja, ki omogoča pravilno post-
translacijsko modifikacijo, izbira ustreznega vektorja z ustreznim promotorjem 
(konstitutivni, inducibilni ali represivni) in selekcijskimi markerji, kodonska optimizacija 
gena, fuzija gena z epitopsko oznako, ki omogoča detekcijo rekombinantnih proteinov 
oziroma izolacijo z afinitetno kromatografijo, izbira signalnega zaporedja za izločanje 
ciljnih proteinov v intracelularni ali ekstraceluarni medij, preprečevanje proteolitične 
cepitve produkta, optimizacija fermentacijskega gojišča (virov ogljika in dušika, 
indukcijskih pogojev) in optimizacija parametrov bioprocesa (temperatura, pH, prenos 
kisika) (Çelik in Çalik, 2012). 
 
Izbira ustreznega vektorja z ustreznim promotorjem in selektivnim markerjem 
Dobro poznani konstitutivni in inducibilni promotorji z močno transkripcijsko aktivnostjo 
se običajno uporabljajo za doseganje visoke ravni izražanja rekombinantnih proteinov 
(Kim in sod., 2015). Med najbolj razširjenimi promotorji so PTDH3, PPGK1 ali PTPI1, PADH1 in 
promotorji inducirani z galaktozo PGAL1, PGAL7 ali PGAL10 (Nielsen, 2013). Močni 
konstitutivni promotorji PTEF1 in PGPD (PTDH3) se že dolgo uporabljajo za visoko raven 
izražanja heterolognih genov v S. cerevisiae. Inducibilni promotorski sistemi nudijo 
prednost nadzorovanja ravni izražanja genov kot odgovor na specifične indukcijske ali 
represivne molekule. Najbolj priljubljeni inducibilni promotorji uporabljeni za 
rekombinantno proizvodnjo proteinov v S. cerevisiae so endogeni promotorji PGAL1 in 
PGAL10. Čeprav taki promotorski sistemi zagotavljajo natančno definirane in predvidljive 
ekspresijske profile, je pomanjkljivost teh promotorjev, da se indukcijska molekula 
galaktoza porabijo kot vir ogljika, kar dodatno otežuje nadzor nad izražanjem genov. Poleg 
tega je galaktoza relativno drag vir ogljika, ki še dodatno omejuje koristnost promotorjev 
GAL pri izdelavi rekombinantnih terapevtskih proteinov v industrijskem obsegu (Kim in 
sod., 2015). 
 
Potreben je selektivni marker, ne samo za selekcijo transformant, ampak tudi za 
zagotavljanje ohranjanja plazmida skozi generacije. Uporaba antibiotikov kot selektivnega 
markerja je draga in neželena v prehrambeni industriji in v industriji terapevtskih izdelkov. 
Prav tako se antibiotik lahko razgradi ali inaktivira, zaradi česar je proizvodni proces pod 
nekaterimi pogoji neučinkovit. Po drugi strani so avksotrofni selekcijski markerji (vključno 
s HIS3, HIS4, LEU2, LYS2, TRP1, URA3) zasnovani tako, da komplementirajo specifično 
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avksotrofno mutacijo v sevu gostitelja. Za S. cerevisiae in K. lactis je najbolj priljubljen 
marker LEU2, medtem ko se za H. polymorpha, S. pombe in Y. lipolytica uporabljata 
predvsem LEU2 in URA3 (Çelik in Çalik, 2012). 
 
Optimizacija kodonskega zaporedja 
Učinkovitost translacije heterolognih genov se lahko izboljša z optimizacijo sinonimnega 
kodona, da se le-ta bolje ujema z gostiteljskim organizmom. Takšna optimizacija je bila 
uveljavljena kot standardizirano orodje za izboljšanje ekspresije heterolognih genov. 
Medtem ko je metoda najpogosteje uporabljena v prokariotskih sistemih, optimizacija 
kodona prav tako pozitivno vpliva na izražanje tarčnih produktov s kvasovkami (Kim in 
sod., 2015). 
 
Izbira ustreznega signalnega zaporedja 
Učinkovitost izločanja ciljnega proteina je odvisna od zaporedja signalne sekvence (Mori 
in sod., 2015). Gen MFα1 in njegove spremenjene različice se izkoriščajo za lažje 
izločanje heterolognih proteinov v kvasovkah (Kim in sod., 2015). Ker S. cerevisiae izloča 
v gojišče le manjše število proteinov, se za izločanje produkta najpogosteje uporablja 
signalno zaporedje gena MFα1 (kvasni hormon, vključen v parjenje) (Nielsen, 2013). 
 
Optimizacija parametrov bioprocesa 
Potrebno je optimizirati parametre bioprocesa kot so pH, aeracija, temperatura in hitrost 
dodajanja vira ogljika. Kultivacija visoke celične gostote kvasovk se odraža v višjih 
koncentracijah proteinov, ki otežujejo zaključne postopke, hkrati pa se v celicah kopičijo 
tudi lipidnih snovi, zato je potreben primeren postopek gojenja za dvig donosa in kakovosti 
rekombinantnih proteinov (Kim in sod., 2015). 
 
2.3 FITINSKA KISLINA, FITAZA IN UPORABA FITAZE 
 
2.3.1 Fitinska kislina 
 
Fitinska kislina je heksafosforni ester heksahidričnega cikličnega alkoholnega 
mezinozitola. Fitinska kislina (znana kot inozitol heksakisfosfat (IP6) ali fitat v obliki soli) 
je glavna oblika shranjevanja fosforja v številnih rastlinskih tkivih. Je polianionska 
molekula s šestimi fosfatnimi skupinami, ki lahko močno kelira katione, kot so kalcij, 
magnezij, cink, baker, železo in kalij, kar vodi do tvorbe netopnih soli. To škodljivo vpliva 
na absorpcijo in prebavo teh mineralov (Kumar in sod., 2012). Poleg tega se fitat lahko 
veže z aminokislinami in pozitivno nabitimi proteini (Kumar in sod., 2016). Ta interakcija 
lahko vpliva na spremembe v strukturi proteinov, ki lahko zmanjšajo encimsko aktivnost, 
topnost proteinov in proteolitsko razgradnjo (Greiner in Konietzny, 2006). Fosfor v tej 
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obliki ni biološko dostopen monogastričnim in agastričnim živalim, ker nimajo prebavnega 




Fitaze so fosfohidrolaze, ki postopno katalizirajo cepljenje fitinske kisline na nižje 
inozitolne fosfatne estre in na anorganski fosfat. Fitaze so bile identificirane v rastlinah 
(Lei in Porres, 2003), nekaterih živalskih tkivih (Greiner in Konietzny, 2006) in 
mikroorganizmih, vključno z bakterijami, glivami in kvasovkami. Lahko jih razdelimo v 
dve skupini, ki temeljita na mestu začetka fosfatne hidrolize v ogljikovem obroču inozitola. 
Mikrobne fitaze, zlasti glivnega izvora (E.C. 3.1.3.8), pogosto cepijo fosfatno skupino na 
C1 ali C3 in jih imenujemo 3-fitaze. Rastlinske fitaze (E.C. 3.1.3.26) cepijo vez na ogljiku 
C6 in se imenujejo 6-fitaze. Aktivnost fitaze se navadno meri kot količina anorganskega 
fosfata, ki se sprosti na minuto iz izbranega substrata pri določeni temperaturi in pri 
določeni vrednosti pH. Temperaturni optimum v večini rastlinskih in mikrobnih fitazah se 
giblje od 45 °C do 60 °C, optimalni pH pa je med 4,5 in 6 (Lei in Porres, 2003). 
 
Fitaza hidrolizira fitinsko kislino (mio-inozitol heksakisfosfat) v mio-inozitol in anorganski 
fosfor (Pi). S pomočjo testa izmerimo količino sproščenega fosfata, ki se sprosti iz fitinske 
kisline zaradi fitazne aktivnosti. Z amonijevem molibdatom se izmeri sproščen anorganski 
fosfor (Megazyme, 2017). 
 
 
Fitinska kislina + H2O                  mio-inozitol + Pi 
 
Pi in amonijev molibdat reagirata, da tvorita 12-molibdofosforno kislino, ki se v kislih 
pogojih reducira v molibdenovo modro (Megazyme, 2017). 
 
Pi + amonijev molibdat  12-molibdofosforna kislina 
 
12-molibdofosforna kislina + H2SO4 /askorbinska kislina  molibden modro 
 
2.3.3 Uporaba fitaze 
 
Encim fitaza se uporablja v različnih industrijskih panogah. 
 
Živinoreja 
Fosfor je shranjen v vseh rastlinskih semenih v obliki fitinske kisline, ki predstavlja 60-90 
% celotnega fosforja številnih žit. Nekatere živali (prašiči, perutnina) v svojem 
gastrointestinalnem traktu nimajo hidrolizirajočih encimov za fitatni fosfor (Kumar in sod., 
fitaza 
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2016). Tako se anorganski fosfor, neobnovljiv in dragi mineral, dodaja v prehrano teh 
živali, da zaužijejo zadostno količino fosforja. Medtem se neizkoriščen fitatni fosfor iz 
rastlinske krme izloča in postane onesnaževalec okolja na območjih intenzivne živinoreje. 
Le-ta pride do jezer in morja, kar povzroča evtrofikacijo (Lei in Porres, 2003). 
 
Akvakultura 
Akvakultura je eden najhitreje rastočih živilskih sektorjev. V akvakulturi se kot glavni vir 
hranil uporablja ribja moka. Omejena ponudba in visoka cena le-te omejuje možnosti 
trajnostnega kmetijstva, medtem ko bi zamenjava ribje moke z rastlinskimi vir hranil 
znižala stroške. Ribe slabo prebavljajo fitat, zato se fitaza uporablja za povečanje 
učinkovitosti rasti, izkoriščanje hranil in biološke dostopnosti makro- in mikro-mineralov 
ter zmanjševanje onesnaženosti s fosforjem v vodnem okolju (Kumar in sod., 2012). 
 
Proizvodnja bioetanola 
Na svetovni ravni se povpraševanje po proizvodnji bioetanola kot goriva povečuje. V 
zadnjem času je uporaba termostabilne fitaze, ki razgrajuje fitinsko kislino v koruzi, 
posredno povezana s proizvodnjo bioetanola. Odstranjevanje fitinske kisline rešuje 
problem odstranjevanja odpadkov, hkrati pa ustvarja višjo dodano vrednost stranskih 




Razvoj transgenih rastlin z izražanjem encima fitaze lahko ponudi priložnost za reševanje 
problema onesnaževanja s fosforjem. Sprejemljive količine proizvodnje fitaze v transgenih 
rastlinah bi lahko izpolnile dnevne potrebe fosforja v hrani in krmi. Transgenska semena 
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3 MATERIAL IN METODE 
 


























































aktivnosti v supernatantu 















Bešić E. Vpliv sekrecije heterolognih encimov kvasovke Saccharomyces cerevisiae na njihovo aktivnost. 






Preglednica 2: Seznam in proizvajalec aparatur 
Aparatura Proizvajalec 
aparatura za slikanje elektroforeznih gelov Bio-Rad 
avtoklav Sutjeska 
avtomatske pipete Gilson 
brezprašna komora Iskra PIO 




homogenizator Bullet Blender Storm 24 
inkubator 28 °C Kambič 
inkubator 37 °C Sutjeska 
magnetno mešalo IKA 
mikroskop Leica 
mikrovalovna pečica Sanyo 
PCR aparatura Bio-Rad 
pH meter Mettler Toledo 
spektrofotometer Tecan Thermo Fischer Scientific 




vodna kopel Julabo 
zamrzovalnik Thermo Fischer Scientific 
 
3.2.2 Ostali materiali 
 
 aluminijasta folija 




 merilni valji 
 mikrocentrifugirke (1,5 mL, 2 mL) 
 nastavki za avtomatske pipete 
 penasti zamaški 
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 pipete 
 sterilne plastične spatule 
 sterilne plastične petrijevke 
 sterilne plastične cepilne zanke 
 skalpel 





Preglednica 3: Seznam in proizvajalec kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
agaroza Sigma 
amonijev molibdat Fluka 
askorbinska kislina Sigma-Aldrich 
bakteriološki agar Biolife 






YNB brez amino kislin  Sigma 
kvasni ekstrakt Biolife 
litijev acetat Sigma-Aldrich 
natrijev acetat Kemika 
natrijev fitat Sigma-Aldrich 
natrijev klorid Merck 
ocetna kislina Merck 
PEG-polietilen glikol 4000 Fluka 




gojišče YPD Sigma 
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3.2.4 Encimi in začetni oligonukleotidi 
 
3.2.4.1 Restrikcijski encimi 
 
Restrikcijske encime smo uporabili za restrikcijo DNA. 
 
Preglednica 4: Seznam in proizvajalec restrikcijskih encimov 
Restrikcijski encim Proizvajalec 
EcoRI Thermo Fisher Scientific 
BamHI Thermo Fisher Scientific 
HindIII Thermo Fisher Scientific 
KpnI Thermo Fisher Scientific 
NdeI Thermo Fisher Scientific 
XbaI Thermo Fisher Scientific 
 
3.2.4.2 Ostali encimi 
 
Preglednica 5: Seznam in proizvajalec ostalih encimov 
Encim Proizvajalec 
Go Taq DNA polimeraza Promega 
Phusion polimeraza Thermo Fisher Scientific 
T4 DNA ligaza Thermo Fisher Scientific 
 
3.2.4.3 Začetni oligonukleotidi 
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Preglednica 6: Seznam začetnih oligonukleotidov 
Ime Nukleotidno zaporedje Uporaba 
KSHS-F_fwd / Pomnožitev zaporedja 
appA 
E20??K2-KpnI_rev / Pomnožitev zaporedja 
appA 
pYES_appA_fwd 5' GAATTCGCTCAGAGTGAG 3' Pomnožitev zaporedja 
pYES_appA brez 
signalnega zaporedja in 
promotorja 
pYES_appA_rev 5' ACTAGTGGATCATCCCCAC 3' Pomnožitev zaporedja 
pYES_appA brez 
















































signalne sekvence za gen 
CRH1 
 
3.2.5 Raztopine in pufri 
 
1 M H2SO4 (žveplova kislina) 
V 50 mL merilno bučko smo nalili približno 40 mL ddH2O, počasi odpipetirali 2,8 mL 97 
% H2SO4 in umerili volumen do 50 mL. Delo je potekalo v digestoriju. Raztopino smo 
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2,5 % raztopina amonijevega molibdata 
V čaši smo 0,25 g amonijevega molibdata raztopili v ddH2O in v merilni bučki umerili 
volumen do 10 mL. Raztopino smo prelili v centrifugirko in jo zavito v aluminijasto folijo 
shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
10 % raztopine askorbinske kisline 
V čaši smo zatehtali 1 g askorbinske kisline, raztopili v ddH2O in v merilni bučki umerili 
volumen do 10 mL. Raztopino smo prelili v centrifugirko in jo zavito v aluminijasto folijo 
shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
15 % raztopine triklorocetne kisline 
V čaši smo zatehtali 7,5 g triklorocetne kisline, raztopili v ddH2O in v merilni bučki 
umerili volumen do 50 mL. Raztopino smo prelili v centrifugirko in jo zavito v 
aluminijasto folijo shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
0,1 M ocetna kislina 
V 100 mL merilno bučko smo nalili približno 75 mL ddH2O, odpipetirali 0,57 mL ocetne 
kisline in umerili volumen do 100 mL. 
 
0,1 M natrijev acetat 
V čaši smo 0,8203 g natrijevega acetata raztopili v ddH2O in v merilni bučki umerili 
volumen do 100 mL.  
 
2 mM natrijev fitat 
V čaši smo 35,7 mL 0,1 M ocetne kisline in 64,3 mL 0,1 M natrijevega acetata zmešali ter 
umerili pH vrednost na 5. pH vrednost smo umerjali z natrijevim acetatom. 100 mL 
pripravljene raztopine smo nato dodali 0,185 g fitata. Vse skupaj smo zmešali, prelili v 
centrifugirko in jo zavito v aluminijasto folijo shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
50 x TAE pufer 
242 g Tris baze smo dodali 57,1 mL ocetne kisline in 37,2 g Na2EDTA*2H2O ter umerili 
volumen z dH2O do 1000 mL. Sterilizacija je potekala z avtoklaviranjem 20 min pri tlaku 
1,2 bar in 121 °C. 
 
1 x TAE pufer  
20 mL 50 x TAE pufru smo dodali dH2O in umerili volumen do 1000 mL. Raztopino smo 
shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
0,1 M HEPES 
2,38 g HEPES smo raztopili v dH2O in umerili volumen do 100 mL. Sterilizacija je 
potekala z avtoklaviranjem 20 min pri tlaku 1,2 bar in 121 °C. 
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10 % glicerol 
10 mL glicerola smo raztopili v dH2O in umerili volumen do 100 mL. Sterilizacija je 
potekala z avtoklaviranjem 20 min pri tlaku 1,2 bar in 121 °C. 
 
20 % glukoza 
V čaši smo zatehtali 100 g glukoze, raztopili v dH2O in v merilni bučki umerili volumen 
do 500 mL. Raztopino smo filtrirali skozi 0,22 µm filter in shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
20 % galaktoza 
V čaši smo 100 g galaktoze raztopili v dH2O in v merilni bučki smo umerili volumen do 
500 mL. Raztopino smo filtrirali skozi 0,22 µm filter  in shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
1M sorbitol 
18,2 g D-sorbitola smo raztopili v dH2O in umerili volumen do 100 mL. Raztopino smo 
filtrirali skozi 0,22 µm filter in prelili v centrifugirke ter shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
1M litijev acetat 
Za pripravo 1M litijev acetat smo zatehtali 6,6 g litijevega acetata in dopolnili z dH2O do 
100 mL. Sterilizacija je potekala z avtoklaviranjem 20 min pri tlaku 1,2 bar in 121 °C. 
 
DMSO + glicerol 
1 mL 10 % DMSO in 500 µL 5 % glicerola smo zmešali in umerili volumen z dH2O do 
100 mL. Raztopino smo filtrirali skozi 0,22 µm filter in shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
ssDNA 
10 mg deoksiribonukleinske kisline natrijeve soli iz testisov lososa smo raztopili v dH2O in 
umerili volumen do 5 mL. Raztopino smo sonicirali, filtrirali skozi 0,22 µm filter, 
alikvotirali v 200 µL mikrocentrifugirke po 150 µL in shranili pri -20 °C. 
 
PEG 4000 
V čaši smo zatehtali 5 g PEG 4000 in raztopili v dH2O ter v bučki umerili volumen do 10 




Za selekcijo E. coli smo v gojišče LB dodali založno koncentracijo antibiotika ampicilina 
(Roche, Švica) s končno koncentracijo v gojišču 100 µgmL. 
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3.2.7 Komercialni kompleti 
 
Za izolacijo plazmidne DNA E. coli smo uporabili GenElute™ Plasmid Miniprep Kit 
(Sigma-Aldrich, ZDA). 
 
GenCatch™ Advanced Gel Extraction Kit (Epoch Life Science, ZDA) smo uporabili za 
izolacijo odsekov DNA iz agaroznega gela. 
 
Za čiščenje ligacijskih reakcij in pomnožkov PCR smo uporabili GenCatch™ Advanced 




3.2.8.1 Gojišče LB (Luria-Bertani) 
 
Preglednica 7: Sestava gojišča LB 
 trdno gojišče tekoče gojišče 
Sestavina Količina Količina 
NaCl 10 g 10 g 
Tripton 10 g 10 g 
Kvasni ekstrakt 5 g 5 g 
Bakteriološki agar 20 g 0 g 
Destilirana voda do 1 L do 1 L 
 
 
Sestavine smo zmešali v steklenici in sterilizacija je potekala z avtoklaviranjem 20 min pri 
121 °C in tlaku 1,2 bar. V ohlajeno gojišče smo aseptično dodali 1 mL ampicilina do 
končne koncentracije 100 µg/mL. Gojišče z bakteriološkim agarjem smo razlili v 
petrijevke. Petrijevke in tekoče gojišče smo do uporabe shranili v hladilnik pri 4 °C. 
 
3.2.8.2 Minimalno gojišče SC-URA 
 
Preglednica 8: Sestava gojišča SC-URA (Invitrogen, 2008) 
 trdno gojišče tekoče gojišče 
Sestavina Količina Količina 
YNB brez amino kislin 6,7 g 6,7 g 
Glukoza 20 g 20 g 
Sintetični kvasni dodatki mediju brez uracila 1,92 g 1,92 g 
Bakteriološki agar 20 g 0 g 
Destilirana voda do 1 L do 1 L 
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Sestavine smo zmešali v steklenici in sterilizacija je potekala z avtoklaviranjem 15 min pri 
121 °C in tlaku 1,2 bar. Po avtoklaviranju smo gojišče z bakteriološkim agarjem razlili v 
plastične petrijevke. Petrijevke in tekoče gojišče smo do nadaljnjega shranili v hladilnik pri 
4 °C. 
 
3.2.8.3 Gojišče 2TY 
 
Preglednica 9: Sestava gojišča 2TY 
Sestavina Količina 
Tripton  16 g 
Kvasni ekstrakt 10 g 
NaCl 5 g 
Destilirana voda do 1 L 
 
Sestavine smo zatehtali in zmešali v steklenici, sterilizacija je potekala z avtoklaviranjem 




Preglednica 10: Sestava gojišča YPD (Sigma, ZDA) 
Sestavina Količina 
YPD gojišče 50 g 
Destilirana voda do 1 L 
 
Sestavine smo zmešali v steklenici in sterilizacija je potekala z avtoklaviranjemi 20 min pri 




Preglednica 11: Sestava S.O.C. gojišča (Hanahan, 1983) 
Sestavina Količina 
Bactotripton 2 g 
»Bacto» kvasni ekstrakt 0,5 g 
1 M NaCl 1 mL 
1 M KCl 0,25 mL 
Destilirana voda do 100 mL 
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Sestavine smo zmešali in sterilizacija je potekala z avtoklaviranjem 20 min pri 121 °C in 
tlaku 1,2 bar. Po sterilizaciji smo dodali 1 mL 2M glukoze in 1 mL magnezijevega klorida 




Za transformacijo plazmidov v E. coli smo uporabili sev E. coli DH10β, za transformacijo 
plazmidov v S. cerevisiae smo uporabili komercialni laboratorijski sev S. cerevisiae 
INVSc1. 
 
Genotip E. coli DH10β: 
F endA1 deoR
+
 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL Δ(lac)X74 φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara




 (Thermo Fisher Scientific, 2018) 
 
Genotip S. cerevisiae INVSc1: 





Naš osnovni plazmid je bil pYES (Priloga A), ki vsebuje inducibilni promotor gena GAL1. 
Gre za prazen osnovni plazmid, v katerega smo vstavili gen za fitazo bakterije E. coli 
(appA), ki se v bakterijski celici nahaja v periplazmi (UniProt, 2018e). Naslednji plazmid, 
ki smo ga uporabili, je bil pSP-G2 (Priloga B). Ta plazmid smo uporabili, da smo iz njega 
pridobili promotor PTEF1. Gen TEF1 je translacijski elongacijski faktor (EF-1α), ki se veže 
in prenaša aminoacilirano tRNA na A mesto ribosomov za podaljševanje nastajajočih 
polipeptidov (SGD, 2018f). Promotor gena TEF1 se uporablja kot močni konstitutiven 
promotor za visoko raven izražanja heterolognih proteinov v S. cerevisiae (Kim in sod., 
2015). Uporabili smo tudi plazmid pPIC9K (Priloga C), ker smo iz tega plazmida pridobili 
gen MFα1. Gen MFα1 je nukleotidni zapis spolnega fermona (alfa faktor), ki ga izločajo 
celice paritvenega tipa α (SGD, 2018c). Kot negativno kontrolo pri merjenju fitazne 
aktivnosti smo uporabili plazmid pYES2.1/V5-His/lacZ (Priloga D), ki vsebuje gen za β-
galaktozidazo in inducibilni promotor PGAL1. 
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3.3.1 Konstrukcija plazmidnega vektorja pYES z insertom appA 
 
3.3.1.1 Priprava elektrokompetentnih celic E. coli DH10β 
 
Prvi dan smo iz zamrzovalnika vzeli E. coli DH10β in nacepili na 2TY trdno gojišče, nato 
smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Po inkubaciji smo s sterilno cepilno zanko prenesli 
kolonije v 2 x 50 mL 2TY tekočega gojišča in inkubirali preko noči pri 37 °C na 
stresalniku (220 rpm). Naslednji dan smo inokulirali 4 x po 200 mL 2TY tekočega gojišča 
z 2 mL prekonočne kulture. Inokulirano gojišče smo inkubirali na stresalniku pri 37 °C in 
220 rpm, dokler ni kultura dosegla OD600 = 0,9. Ko je kultura dosegla OD600 = 0,9, smo 
prenesli v sterilne centrifugirke in inkubirali 30 min na ledu. Po inkubaciji smo 
centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4000 rpm. Odlili smo supernatant in nežno resuspendirali 
vsak pelet s 100 mL 1 mM HEPES. Ponovno smo centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4000 
rpm, odlili supernatant in nežno resuspendirali vsak pelet s 50 mL 1 mM HEPES. Vsebini 
2 centrifugirk smo združili in centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4000 rpm. Odlili smo 
supernatant in nežno resuspendirali vsak pelet s 50 mL 10 % glicerola-1 mM HEPES. 
Združili smo vsebini 2 centrifugirk, centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4000 rpm in odlili 
supernatant. Nežno smo resuspendirali pelet z 2,5 mL 10 % glicerola-1 mM HEPES. Na 
koncu smo celice alikvotirali po 40 µL v ohlajene mikrocentrifugirke in jih shranili v 
zamrzovalnik  pri -80 °C. 
 
3.3.1.2 Transformacija plazmida pYES_PGAL1_appA in plazmida pYES v E. coli DH10β 
 
Najprej smo prižgali elektroporator in si nastavili program EcoI. Za E. coli smo uporabili 
0,1 cm kivete, ki smo jih imeli ves čas na ledu. Elektrokompetentne celice smo vzeli iz 
zamrzovalnika -80 °C in jih odtajali na ledu. V eni mikrocentrifugirki smo zmešali 40 µL 
elektrokompetentnih celic E. coli DH10β z 1 µL plazmida pYES_PGAL1_appA, v drugi 
mikrocentrifugirki smo zmešali 40 µL elektrokompetentnih celic E. coli DH10β z 1 µL 
plazmida pYES. Mikrocentrifugirke smo imeli ves čas na ledu. Vsebino iz 
mikrocentrifugirke smo prenesli v kiveto in inkubirali 1 minuto. Pravilno obrnjeno kiveto 
smo postavili v elektroporator, ko smo dobili vrednost na elektroporatorju smo takoj dodali 
1 mL tekočega medija S.O.C, resuspendirali s pipeto in prenesli v mikrocentrifugirko. 
Mikrocentrifugirke smo inkubirali na termobloku 1 h pri 37 °C in 300 rpm. Po inkubaciji 
smo na agar plošče LB z ampicilinom nacepili 10 µL, 50 µL in 100 µL. Plošče smo 
inkubirali 24 h pri 37 °C. 
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3.3.1.3 Izolacija plazmida pYES_PGAL1_appA in pYES 
 
Plazmide pYES_PGAL1_appA in pYES smo izolirali iz transformiranih celic E. coli DH10β. 
Po inkubaciji smo iz agar plošč LB z ampicilinom vzeli kolonije transformantov in jih 
prenesli v centrifugirke s 5 mL tekočega gojišča LB z ampicilinom. Inkubirali smo na 
stresalniku 24 h pri 37 °C in 220 rpm. Plazmide smo izolirali s komercialnim kompletom 
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit in po izolaciji plazmide shranili pri -20 °C. 
 
3.3.1.4 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo uporabili za pomnoževanje nukleotidnega zapisa 
za encim fitazo (appA). 
 
Preglednica 12: Sestava za PCR reakcijo plazmida pYES_PGAL1_appA 
Sestavina Količina 
PCR pufer 10 µL 
dNTP 1 µL 
Začetni oligonukleotid KSHS-F 5 µL 
Začetni oligonukleotid E20??K2_KpnI 5 µL 
PCR H2O 27,5 µL 
Plazmidna DNA pYES_PGAL1_appA 1 µL 
 
Vse komponente smo prenesli v mikrocentrifugirko in resuspendirali s pipeto ter vse 
skupaj prenesli v PCR aparaturo in nastavili naslednje pogoje: 
 začetna denaturacija: 1 cikel pri 95 °C in 4:30 min 
 denaturacija: 35 ciklov pri 95 °C in 30 s 
 naleganje začetnih oligonukleotidov: 35 ciklov pri 55,5 °C in 30 s 
 podaljševanje DNA verige: 35 ciklov pri 72 °C in 1 min 
 zaključno podaljševanje: 1 cikel pri 72 °C in 7 min 
 
3.3.1.5 Čiščenje pomnožka PCR gena appA 
 
Pomnožek PCR gena appA smo očistili s komercialnim kompletom GenCatch™ Advanced 
PCR Extraction Kit. 
 
3.3.1.6 Restrikcija PCR pomnožka appA in plazmida pYES 
 
Naredili smo restrikcijo očiščenega PCR pomnožka appA in plazmida pYES, da smo dobili 
ustrezne fragmente za ligacijo. 
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Preglednica 13: Restrikcijska mešanica PCR pomnožka appA in plazmidna DNA pYES 





Restrikcijski encim EcoRI 2 µL 2 µL 
Restrikcijski encim KpnI 2 µL 2 µL 
Restrikcijski pufer FD Green 5 µL 5 µL 
PCR H2O 16 µL 16 µL 
a
PCR pomnožek appA 
b
plazmidna DNA pYES 
 
Inkubacija je potekala 1 h pri 37 °C. 
 
3.3.1.7 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza se uporablja v biokemiji, genetiki in molekularni biologiji. 
Negativno nabite nukleinske kisline potujejo proti anodi. Večje RNA in DNA molekule se 
počasneje premikajo skozi gel kot manjše molekule in jih lahko z omenjeno metodo 
ločimo po velikosti (Corthell, 2014). Za agarozno gelsko elektroforezo smo najprej 
pripravili 1 % agarozni gel. Zatehtali smo potrebno količino agaroze, dodali ustrezno 
količino 1 x TAE pufra in vse skupaj raztopili v mikrovalovni pečici. Ko smo imeli 
agarozo raztopljeno, smo jo ohladili in dodali SYBR
TM
 Safe barvilo po navodilih 
proizvajalca. Raztopino smo vlili v nosilce, na vrh nosilcev smo dali glavniček in počakali, 
da se je agarozni gel strdil. Ko se je gel strdil, smo odstranili glavniček in v elektroforezno 
kadičko nalili 1 x TAE pufra ter prenesli gel v kadičko. V prvo luknjico smo nanesli 
lestvico GeneRuler
TM
 DNA Ladder Mix in z njeno pomočjo določili velikost odsekov 
DNA. V naslednje luknjice smo nanesli vzorce DNA, ki smo jih preučevali. Pogoji izvedbe 
agarozne gelske elektroforeze so bili 60 V, 400 mA, 90 min. 
 
3.3.1.8 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
 
Iz agaroznega gela smo izrezali appA (gen za fitazo), ki se je po restrikciji ločil na 1246 bp 
in 5857 bp velika odseka DNA. S skalpelom smo iz agaroznega gela izrezali oba dela, ju 
prenesli v predhodno stehtano 2 mL mikrocentrifugirko in ponovno stehtali. Izrezana dela 
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3.3.1.9 Ligacija plazmida pYES_PGAL1_appA 
 
Pomerili smo koncentracijo DNA vektorja pYES in koncentracijo pomnožka PCR appA. 
Ko smo izmerili koncentracije, smo pripravili ligacijsko mešanico v razmerju 3:1 v korist 
pomnožka PCR. 
 
Preglednica 14: Ligacijska mešanica plazmida pYES_PGAL1_appA 
Sestavina Količina 
PCR pomnožek appA 10 µL 
Vektor pYES 2 µL 
Ligazni pufer 1,5 µL 
Ligaza 0,5 µL 
PCR H2O 1 µL 
 
Ligacijsko mešanico smo inkubirali 24 h v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.3.1.10 Čiščenje ligacijske mešanice plazmida pYES_PGAL1_appA 
 
Po inkubaciji smo ligacijsko mešanico očistili s komercialnim kompletom GenCatch™ 
Advanced PCR Extraction Kit. 
 
3.3.1.11 Transformacija ligacijske mešanice v E. coli DH10β 
 
Postopek transformacije enak kot je opisan v poglavju 3.3.1.2. V elektrokompetentne 
celice E. coli DH10β smo zmešali 2 µL očiščene ligacijske mešanice. Po inkubaciji smo na 
agar plošče LB z ampicilinom nacepili 100 µL suspenzije, ostanek smo centrifugirali 5 min 
in 5000 rpm in resuspendiran pelet nacepili na agar plošče LB z ampicilinom ter inkubirali 
24 h pri 37 °C. 
 
3.3.1.12 Preverjanje uspešnosti transformacije 
 
Plazmide pYES_PGAL1_appA smo najprej izolirali iz transformiranih celic E. coli DH10β, 
kot je opisano v poglavju 3.3.1.3. 
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Preglednica 15: Restrikcijska mešanica plazmida pYES_PGAL1_appA 
Sestavina Količina 
Plazmid pYES_PGAL1_appA 2 µL 
Restrikcijski encim EcoRI 0,5 µL 
Restrikcijski encim KpnI 0,5 µL 
Restrikcijski pufer FD Green 2 µL 
PCR H2O 15 µL 
 
Inkubacija je potekala 30 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo plazmide, rezane z 
restrikcijskimi encimi, preveli z agarozno gelsko elektroforezo, kot je opisano v poglavju 
3.3.1.7, pogoji izvedbe agarozne gelske elektroforeze so bili 70 V, 400 mA, 60 min. 
 
3.3.2 Merjenje fitazne aktivnosti transformant S. cerevisiae INVSc1, transformiranih 
s plazmidom pYES_PGAL1_appA 
 
3.3.2.1 Priprava elektrokompetentnih celic S. cerevisiae INVSc1 
 
Prvi dan smo iz zamrzovalnika vzeli S. cerevisiae INVSc1 in nacepili na YPD trdno 
gojišče ter inkubirali 48 h pri 28 °C. Po inkubaciji smo s sterilno cepilno zanko prenesli 
kolonijo v 100 mL YPD tekočega gojišča in inokulirano gojišče inkubirali na stresalniku 
48 h pri 28 °C in 220 rpm. Po 48 h smo prešteli število celic in izračunali, koliko kulture je 
potrebno nacepiti v 2 x 100 mL YPD tekočega gojišča. Po inokulaciji smo 2 x 100 mL 
YPD tekočega gojišča ponovno inkubirali na stresalniku 24 h pri 28 °C in 220 rpm. 
Naslednji dan smo ponovno prešteli celice, ki je za nadaljnje delo moralo biti v območju 
med 2 x 10
7
 celic/mL in 1 x 10
8
 celic/mL. Kulturo smo prenesli v sterilne centrifugirke in 
inkubirali na ledu 15 min. Nato smo centrifugirali 5 min pri 4 °C in 4000 rpm, odlili 
supernatant in nežno resuspendirali pelet v 100 mL destilirane vode. Ponovno smo 
centrifugirali pri enakih pogojih, odlili supernatant in nežno resuspendirali v 100 mL 
destilirane vode. Centrifugirali smo 5 min pri 4 °C in 4000 rpm, odlili supernatant in nežno 
resuspendirali pelet v 20 mL 1 M sorbitola. Nato smo centrifugirali pri enakih pogojih in 
odlili supernatant ter resuspendirali pelet v 1 M sorbitola do končnega volumna 500 µL. 
Na koncu smo celice alikvotirali po 50 µL v ohlajene mikrocentrifugirke in jih shranili v 
zamrzovalnik pri -80 °C. 
 
3.3.2.2 Transformacija plazmida pYES_PGAL1_appA v S. cerevisiae INVSc1 
 
Najprej smo prižgali elektroporator in nastavili program Sc2. Za transformacijo S. 
cerevisiae smo uporabili 0,2 cm kivete, ki smo jih imeli ves čas na ledu. 
Elektrokompetentne celice smo vzeli iz zamrzovalnika -80 °C in jih odtajali na ledu. V 
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mikrocentrifugirke smo zmešali 50 µL elektrokompetentnih celic S. cerevisiae INVSc1 z 1 
µL plazmida pYES_PGAL1_appA. Mikrocentrifugirke smo imeli ves čas na ledu. Vsebino 
smo iz mikrocentrifugirke prenesli v kiveto in jo inkubirali 5 minut. Pred pričetkom smo za 
posamezno transformacijo pripravili mešanico 500 µL YPD in 500 µL 1M sorbitola. 
Pravilno obrnjeno kiveto smo postavili v elektroporator, po elektroporaciji smo takoj 
dodali 1 mL mešanice YPD/1 M sorbitola in suspenzijo resuspendirali s pipeto ter prenesli 
v mikrocentrifugirko. Mikrocentrifugirko smo inkubirali na termobloku 30 minut pri 28 °C 
in 300 rpm. Po inkubaciji smo na agar plošče SC-URA nacepili 100 µL suspenzije, ostanek 
pa centrifugirali 1 minuto pri 5000 rpm in resuspendiran pelet nacepili na SC-URA agar 
plošče, ter inkubirali 3 dni pri 28 °C. 
 
3.3.2.3 Indukcija fitazne aktivnosti 
 
V sterilne 50 mL centrifugirke smo odpipetirali 5 ml SC-URA tekočega gojišča z 
dodatkom glukoze. V centrifugirke smo s sterilno cepilno zanko prenesli posamezno 
kolonijo transformant S. cerevisiae INVSc1. Kultivacija je potekala na stresalniku 24 h pri 
28 °C in 220 rpm. Po kultivaciji smo določili OD600 in s pomočjo enačbe 1 izračunali 
koliko kulture je potrebno dodati v 5 mL tekočega gojišča SC-URA z dodatkom galaktoze 
(SC-URA + GAL). Ko smo izračunali količino kulture, smo kulturo centifugirali 15 min 
pri 1500 g in 4 °C, ter nato odlili supernatant. Peletu smo dodali 0,2 mL SC-URA + GAL, 
ga počasi resuspendirali in dodali v sveže 5 mL SC-URA + GAL tekoče gojišče. Nato smo 
kultivirali na stresalniku pri 28 °C in 220 rpm. Vzorčili smo tako, da smo vzeli 1 mL 
suspenzije po 12 h in 18 h kultivacije. Nato smo suspenzijo centrifugirali 5 min, 1500 g in 
pri 4 °C. Po centrifugiranju smo supernatant shranili pri -80 °C, pelet pa smo 
resuspendirali v 100 µL dH2O in centrifugirali 1 min, 3000 g in pri 4 °C. Odstranili smo 
supernatant in pelet shranili pri -80 °C. Znotrajcelično fitazno aktivnost smo pomerili tako, 
da smo najprej peletu dodali 29 µL dH2O in približno 1/3 žličke sterilnih steklenih kroglic. 
Celice smo razbijali s homogenizatorjem 5 min pri hitrosti 8. 
 
Enačba za izračun količino kulture, ki jo je potrebno dodati v gojišče 
 
             
      
                                                                                                         … (1) 
 
3.3.2.4 Merjenje in izračun fitazne aktivnosti transformantov S. cerevisiae INVSc1 
 
Supernatante in lizate peletov smo najprej ustrezno redčili z ddH2O. Pri merjenju fitazne 
aktivnosti smo ustrezno redčili tudi negativno kontrolo in inaktiviran vzorec. V negativni 
kontroli je bila samo ddH2O, v inaktiviranem vzorcu pa vzorec in ddH2O. V obe kontroli 
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smo dodali 150 µL 15 % triklorocetne kisline (TCA), vorteksirali in inkubirali na 
termobloku 15 min pri 37 °C. V 30 µL vzorca smo dodali 120 µL natrijevega fitata, 
vorteksirali in inkubirali 10 min pri 37 °C. Po inkubaciji smo kontroli dodali 120 µL 
natrijevega fitata, vzorcem pa 150 µL 15 % TCA, da smo ustavili reakcijo. Pripravili smo 
barvni reagent v razmerju 3:1:1, 1 M žveplove kisline, 2,5 % amonijev molibdat in 10 % 
askorbinska kislina. Po inkubacij smo vsem vzorcem dodali 300 µL barvnega reagenta, 
vorteksirali in inkubirali 10 min pri 50 °C. Nato smo na mikrotitrsko ploščo odpipetirali 
200 µL posameznega vzorca in spektrofotometrično (820 nm) pomerili koncentracijo 
prostega fosfata.  
 
Za izračun fitazne aktivnosti smo uporabili umeritveno krivuljo (Priloga E) in iz enačbe 
smo izračunali koncentracijo sproščenega fosforja. 
 
Enačba za izračun fitazne aktivnosti 
 
  
      
      
 
                 
              
                                                                            …(2) 
 
x-fitazna aktivnost [U/mL] 
y-absorbancavzorca-absorbancainaktiviranega vzorca 
 
3.3.3 Konstrukcija plazmidnega vektorja pYES_appA s PCR pomnožkoma PTEF1 in 
MFα1 
 
3.3.3.1 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Verižno reakcijo s polimerazo smo uporabili za pomnoževanje nukleotidnega zaporedja za 
fitazo (pYES_appA), PTEF1 (pSP-G2) in MFα1 (pPIC9K). 
 
Preglednica 16: Sestava za PCR reakcijo plazmidov pYES_appA, pSP-G2, pPIC9K 
Plazmid pYES_appA pSP-G2 pPIC9K 
Sestavina Količina Količina Količina 
2 x Phusion Master Mix 10 µL 10 µL 10 µL 












PCR H2O 8,9 µL 8,9 µL 8,9 µL 
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Vse komponente smo prenesli v mikrocentrifugirko in resuspendirali s pipeto ter vse 
skupaj prenesli v PCR aparaturo in nastavili naslednje pogoje: 
 začetna denaturacija: 1 cikel pri 98 °C in 30 s 
 denaturacija: 30 ciklov pri 98 °C in 10 s 
 naleganje začetnih oligonukleotidov: 35 ciklov za pYES_appA pri 60,5 °C in 1:30 
min, za pPIC9K in pSP-G2 pri 62 °C in 30 s 
 podaljševanje DNA verige: 35 ciklov pri 72 °C in 1:30 min 
 zaključno podaljševanje: 1 cikel pri 72 °C in 10 min 
 
Pomožke PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo kot je opisano v poglavju 
3.3.1.7 (pogoji izvedbe agarozne gelske elektroforeze 70 V, 400 mA, 60 min), ostanek smo 
očistili s komercialnim kompletom GenCatch™ Advanced PCR Extraction Kit. 
 
3.3.3.2 Sestava plazmidnega vektorja z metodo Gibson Assembly® 
 
Gibson Assembly® Master Mix omogoča uspešno sestavljanje več odsekov DNA, ne 
glede na dolžino odseka. Vključuje tri različne encimske aktivnosti (eksonukleaza, DNA 
polimeraza, DNA ligaza), ki se naredijo v enem samem pufru. Eksonukleaza ustvarja 
enoverižne 3' štrleče konce, ki olajšajo prileganje fragmentov. DNA polimeraza zapolni 
manjkajoče dele v vsakem prilegajočem fragmentu. DNA ligaza zapolni manjkajoče dele v 
nastali DNA (NEB, 2018). Pred začetkom priprave reakcijske mešanice smo pomerili 
koncentracije očiščenim PCR pomnožkom. Celokupno DNA v ligacijski mešanici smo 
pripravili v razmerju 3:1, v korist pomnožka PCR. 
 
Preglednica 17: Sestava za Gibson reakcijo 
Sestavina Količina 
DNA pYES_appA 1 µL 
DNA PTEF1 3 µL 
DNA MFα1 3 µL 
PCR H2O 7 µL 
 
V mikrocentrifugirki smo s pomočjo pipete zmešali vse sestavine in nato smo vzeli 2,5 µL 
mešanice in jo zmešali z 2,5 µL Gibson Assembly® Master Mix. Inkubacija je potekala 15 
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3.3.3.3 Transformacija Gibson Assembly® ligacijske reakcije v E. coli DH10β 
 
Postopek transformacije je potekal kot je opisano v poglavju 3.3.1.2. V 
elektrokompetentne celice E. coli DH10β smo zmešali 1 µL reakcijske mešanice. Po 
inkubaciji (37 °C, 1 h in 300 rpm) smo na agar plošče LB z ampicilinom nacepili 100 µL, 
ostanek smo centrifugirali 5 min in 5000 rpm in resuspendiran pelet nacepili na agar plošče 
LB z ampicilinom ter inkubirali 24 h pri 37 °C. 
 
3.3.3.4 Preverjanje uspešnosti transformacije 
 
Verižno reakcijo s polimerazo smo uporabili za preverjanje uspešnost transformacije 
Gibson Assembly®. V tem primeru nismo imeli izolirane DNA, ampak smo izvedli 
verižno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije tako, da smo iz LB agar plošč s pipeto 
prenesli kolonije in jih dodali v restrikcijsko mešanico (Preglednica 18). 
 
Preglednica 18: Sestava za PCR reakcijo na osnovi kolonije 
Sestavina Količina 
PCR pufer 3,2 µL 
MgCl2 1,3 µL 
dNTP 1,3 µL 
Začetni oligonukleotid pTEF_fwd 0,8 µL 
Začetni oligonukleotid E20??K2-KpnI_rev 0,8 µL 
PCR H2O 7,5µL 
DNA polimeraza 0,1 µL 
Kolonija  1 µL 
 
Vse komponente smo prenesli v mikrocentrifugirko in resuspendirali s pipeto ter vse 
skupaj prenesli v PCR aparaturo in nastavili naslednje pogoje: 
 začetna denaturacija: 1 cikel pri 95 °C 10 min 
 denaturacija: 30 ciklov pri 95 °C in 30 s 
 naleganje začetnih oligonukleotidov: 30 ciklov pri 62 °C in 30 s 
 podaljševanje DNA verige: 30 ciklov pri 72 °C in 1 min 
 zaključno podaljševanje: 1 cikel pri 72 °C in 7 min 
 
Pomnožke PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, pogoji izvedbe agarozne 
gelske elektroforeze so bili 100 V, 400 mA in 60 min. 
 
Ko smo s pomočjo agarozne gelske elektroforeze preverili pomnožke PCR, smo izolirali 
plazmid pYES_PTEF1_α-faktor_appA iz transformiranih celic E. coli DH10β, kot je opisano 
v poglavju 3.3.1.3. 
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Z restrikcijsko analizo smo preverili ustreznost ligiranega plazmida. 
 
Preglednica 19: Restrikcijska mešanica plazmida pYES_PTEF1_α-faktor_appA 
Sestavina Količina 
Plazmid pYES_PTEF1_α-faktor_appA 2 µL 
Restrikcijski encim BamHI 0,5 µL 
Restrikcijski encim XbaI 0,5 µL 
Restrikcijski pufer FD Green 2 µL 
PCR H2O 15 µL 
 
Inkubacija restrikcijske reakcije je potekala 30 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo 
plazmide, rezane z restrikcijskimi encimi, preverili z agarozno gelsko elektroforezo, kot je 
opisno v poglavju 3.3.1.7., pogoji izvedbe agarozne gelske elektroforeze so bili 70 V, 400 
mA, 60 min. 
 
3.3.4 Merjenje fitazne aktivnosti transformant S. cerevisiae INVSc1, transformiranih 
s plazmidom pYES_PTEF1_α-faktor_appA 
 
3.3.4.1 Priprava kemično kompetentnih celic S. cerevisiae INVSc1 
 
Iz zamrzovalnika smo vzeli S. cerevisiae INVSc1 in nacepili na YPD trdno gojišče ter 
kultivirali 48 h pri 28 °C. Po kultivaciji smo s sterilno cepilno zanko prenesli kolonijo v 50 
mL YPD tekoče gojišče in kultivirali na stresalniku čez noč pri 28 °C in 220 rpm. Po 
kultivaciji smo prešteli celice in izračunali, koliko kulture je potrebno nacepiti v 500 mL 
YPD tekočega gojišča, da je končno število celic 5 x 10
6
 celic/mL. Inokulirano gojišče smo 
inkubirali na stresalniku pri 28 °C in 220 rpm, dokler ni število celic doseglo 2 x 10
7
 
celic/mL. Kulturo smo prenesli v sterilne centrifugirke in centrifugirali 5 min pri 2000 g, 
odlili supernatant in resuspendirali pelet z 250 mL sterilne destilirane vode. Suspenzijo 
smo ponovno centrifugirali pri enakih pogojih in odlili supernatant ter nežno resuspendirali 
pelet s 5 mL sterilne destilirane vode. Nato smo suspenzijo centrifugirali 5 min pri 2000 g, 
odlili supernatant in nežno resuspendirali pelet s 5 mL raztopine (5 % glicerola, 10 % 
DMSO). Na koncu smo celice alikvotirali po 100 µL v ohlajene mikrocentrifugirke in jih 




Bešić E. Vpliv sekrecije heterolognih encimov kvasovke Saccharomyces cerevisiae na njihovo aktivnost. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
  
3.3.4.2 Transformacija plazmida pYES_PTEF1_α-faktor_appA celic S. cerevisiae INVSc1 z 
litijevmi acetatom 
 
Celice, ki smo jih imeli shranjene pri -80 °C, smo odmrznili pri 37 °C v 15-30 s. Celice 
smo centrifugirali 2 min, 13000 g in odstranili smo supernatant. Pripravili smo reakcijsko 
mešanico za 50 µL celic S. cerevisiae INVSc1: 
 
Preglednica 20: Mešanica za transformacijo celic S. cerevisiae INVSc1 (Gietz in Schiestl, 2007) 
Sestavina Količina 
PEG 4000 260 µL 
ssDNA 50 µL 
1 M litijev acetat  36 µL  
Plazmidna DNA pYES_PTEF1_α-faktor_appA 10 µL 
dH2O 4 µL 
 
Celice smo nežno resuspendirali v reakcijski mešanici in inkubirali 30 min pri 42 °C. Po 
inkubaciji smo centrifugirali 30 s pri 13000 g in odstranili supernatant. Pelet smo nežno 
resupendirali s 100 µL sterilne dH2O, nacepili 100 µL na agar plošče SC-URA in 
inkubirali 3 dni pri 28 °C (Gietz in Schiestl, 2007).  
 
3.3.4.3 Indukcija fitazne aktivnosti 
 
Postopek indukcije fitazne aktivnosti je potekal enako kot je opisano v poglavju 3.3.2.3. V 
tem primeru smo po inkubaciji izračunali, koliko kulture je potrebno dodati v 5 mL SC-
URA + GAL tekoče gojišče in koliko v 5 mL SC–URA + GLU tekoče gojišče. Vzorčili 
smo tako, da smo vzeli po 1 mL suspenzije ob različnih časih (18 h, 24 h in 48 h). 
 
3.3.4.4 Merjenje in izračun fitazne aktivnosti transformantov S. cerevisiae INVSc1 
 
Merjenje in izračun fitazne aktivnosti transformant S. cerevisiae INVSc1 je potekal kot je 
opisno v poglavju 3.3.2.4. 
 
3.3.5 Konstrukcija plazmidnega vektorja pYES_PTEF1_appA s signalnimi zaporedji 
genov CRH1/PLB1/AGA2 
 
3.3.5.1 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Verižno reakcijo smo uporabili za pomnoževanje nukleotidnih zaporedij signalnih sekvenc 
genov PLB1, CRH1 in AGA2. 
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Preglednica 21: Sestava za PCR reakcijo signalnih sekvenc genov PLB1, CRH1, AGA2 
Sestavina Količina Količina Količina 
PCR pufer 30 µL 30 µL 30 µL 
MgCl2 12 µL 12 µL 12 µL 
dNTP 12 µL 12 µL 12 µL 












PCR H2O 77,7 µL 77,7 µL 77,7 µL 
DNA polimeraza 0,3 µL 0,3 µL 0,3 µL 















Uporabili smo po 1 µL vzorcev DNA S. cerevisiae. Vse komponente smo prenesli v 
mikrocentrifugirko in resuspendirali s pipeto ter vse skupaj prenesli v PCR aparaturo in 
nastavili naslednje pogoje: 
 začetna denaturacija: 1 cikel pri 95 °C 10 min 
 denaturacija: 30 ciklov pri 95 °C in 30 s 
 naleganje začetnih oligonukleotidov: 30 ciklov pri 58 °C in 30 s 
 podaljševanje DNA verige: 30 ciklov pri 72 °C in 30 s 
 zaključno podaljševanje: 1 cikel pri 72 °C in 7 min 
 
Pomnožke PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, ostanek smo očistili s 
komercialnim kompletom GenCatch™ Advanced PCR Extraction Kit. Pogoji, ki smo jih 
imeli pri izvedbi agarozne gelske elektroforeze, so opisani v poglavju 3.3.1.12. 
 
3.3.5.2 Restrikcijska analiza plazmidov 
 
Z restrikcijsko analizo smo preverili ustreznost ligiranega plazmida. 
 
Preglednica 22: Restrikcijska mešanica PCR pomnožkov (PLB1, CRH1, AGA2) 
Sestavina Količina 
Očiščeni PCR pomnožki
a, b, c 
20 µL 
Restrikcijski encim EcoRI 1,5 µL 
Restrikcijski encim BamHI 1,5 µL 
Restrikcijski pufer FD 5 µL 
PCR H2O 22 µL 
a
PCR pomnožek PLB1 
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b
PCR pomnožek CRH1 
c
PCR pomnožek AGA2 
 
Plazmide, rezane z restrikcijskimi encimi, smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, 
ostanek smo očistili s komercialnim kompletom GenCatch™ Advanced PCR Extraction 
Kit. Po enakem postopku smo opravili restrikcijo pri plazmidu pYES_PTEF1_α-faktor_appA 
in vzorce nanesli na agarozno gelsko elektroforezo. Iz agarozne gelske elektroforeze smo 
izrezali pYES_PTEF1_appA in izrezan del očistili s komercialnim kompletom GenCatch 
Advanced Gel Extraction Kit. Pogoji, ki smo jih uporabljali pri izvedbi agarozne gelske 
elektroforeze, so opisani v poglavlju 3.3.1.7. 
 
3.3.5.3 Ligacija plazmida 
 
Uporabili smo plazmid pYES_PTEF1_appA in 3 različne PCR pomnožke (PLB1, CRH1, 
AGA2). Pred začetkom priprave reakcijske mešanice smo preverili koncentracijo PCR 
pomnožkov in DNA plazmidov. Ko smo izmerili koncentracije, smo celokupno DNA v 
ligacijski mešanici pripravili v razmerju 3:1, v korist pomnožka PCR. 
 
Preglednica 23: Ligacijska mešanica plazmida pYES_PTEF1_appA in treh PCR pomnožkov (PLB1, CRH1, 
AGA2) 
Insert PLB1 CRH1 AGA2 
Sestavina Količina Količina Količina 
Plazmid pYES_PTEF1_appA 3 µL 3 µL 3 µL 
PCR pomnožek 2 µL 2 µL 2 µL 
Ligazni pufer 1,5 µL 1,5 µL 1,5 µL 
Ligaza 0,5 µL 0,5 µL 0,5 µL 
PCR H2O 8 µL 8 µL 8 µL 
 
Ligacijske mešanice smo inkubirali 1 h pri 22 °C. Sledila je inaktivacija 10 minut pri 65 
°C. 
 
3.3.5.4 Transformacija ligacijske mešanice v E. coli DH10β 
 
Postopek je potekal kot je opisano v poglavju 3.3.1.2. 
 
3.3.5.5 Preverjanje uspešnosti transformacije 
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Z restrikcijsko analizo smo preverili ustreznost ligiranega plazmida. 
 






Restrikcijski encim EcoRI 0,5 µL 
Restrikcijski encim BamHI 0,5 µL 
Restrikcijski pufer FD 5 µL 








Inkubacija je potekala 30 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo plazmide, rezane z 
restrikcijskimi encimi, preverili z agarozno gelsko elektroforezo, kot je opisno v poglavju 
3.3.1.7. Pogoji izvedbe agarozne gelske elektroforeze so bili 70 V, 400 mA, 60 min. 
 
3.3.6 Merjenje fitazne aktivnosti transformant S. cerevisiae INVSc1, transformiranih 
s plazmidi pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA in 
pYES_PTEF1_AGA2_appA 
 
3.3.6.1 Transformacija plazmidov pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA in 
pYES_PTEF1_AGA2_appA v S. cerevisiae INVSc1 z litijevmi acetatom 
 
Postopek transformacije je potekal po protokolu, opisanem v poglavju 3.3.4.2. 
 
3.3.6.2 Indukcija fitazne aktivnosti 
 
Postopek indukcije fitazne aktivnosti je potekal po protokolu, opisanem v poglavju 3.3.2.3. 
V tem primeru smo po inkubaciji izračunali, koliko kulture je potrebno dodati v 5 mL SC-
URA + GLU tekoče gojišče. Vzorčili smo tako, da smo vzeli 1 mL suspenzije ob različnih 
časih inkubacije (24 h, 48 h in 72 h). 
 
Prav tako smo izračunali, koliko kulture je potrebno dodati v 5 mL SC-URA +GLU tekoče 
gojišče in v 5 mL YPD tekoče gojišče. Vzorci, ki so bili v YPD tekočem gojišču in SC-
URA + GLU tekočem gojišču smo kultivirali na stresalniku pri 28 °C, prav tako smo si 
pripravili vzorce, ki smo jih kultivirali v SC-U + GLU tekočem gojišču pri 37 °C. Vzorčili 
smo tako, da smo vzeli 1 mL suspenzije ob različnih časih inkubacije (24 h, 48 h in 72 h). 
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3.3.6.3 Merjenje in izračun fitazne aktivnosti transformant S. cerevisiae INVSc1 
 
Merjenje in izračun fitazne aktivnosti transformant S. cerevisiae INVSc1 je potekal po 
protokolu, opisanem v poglavju 3.3.2.4. 
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V prvem delu magistrske naloge smo najprej konstruirali plazmid z inducibilnim 
promotorjem gena GAL1 in konstitutivnim promotorjem gena TEF1, saj smo želeli 
primerjati fitazno aktivnost transformant s tema promotorjema. V drugem delu magistrske 
naloge smo konstruirali plazmide s konstitutivnim promotorjem in različnimi signalnimi 
zaporedji različnih genov (MFα1, PLB1, CRH1 in AGA2). Primerjali smo fitazno aktivnost 
transformant z različnimi signalnimi zaporedji, saj nas je zanimalo, katero signalno 
zaporedje je najbolj ustrezna za izločanje heterologne fitaze v gojišče. 
 
4.1 KONSTRUKCIJA PLAZMIDNEGA VEKTORJA pYES S PROMOTORJEM PGAL1 
IN GENOM ZA ENCIM FITAZA 
 
Najprej smo skonstruirati plazmid pYES, ki je vseboval inducibilni promotor gena GAL1 
in heterologni gen za encim fitazo appA E. coli. Zato smo najprej s PCR pomnožili gen 
appA iz plazmida pYES_PGAL1_appA, ki ga je skonstruirala Nastja Čremožnik v svoji 
magistrski nalogi (neobjavljeno). Na sliki 4 je prikazan pomnožen gen appA, ki je 1246 bp 
dolg odsek DNA. 
 
 
Slika 4: Pomnožek PCR nukleotidnega zapisa za gen appA E. coli 
 
Naredili smo linearizacijo plazmida pYES, v dveh ponovitvah. Linearizacijo plazmida smo 
naredili z restrikcijskima encimoma EcoRI in KpnI. Na agarozni gelski elektroforezi je 
rezani plazmid pYES potoval kot ena lisa, velikosti 5857 bp (Slika 5). 
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Slika 5: Linearizacija plazmida pYES, v dveh ponovitvah (1, 2), z restrikcijskima encimoma EcoRI in KpnI 
 
Po uspešni ligaciji in transformaciji plazmida pYES_PGAL1_appA v E. coli DH10β smo 
naredili restrikcijsko analizo plazmida pYES z nulkeotidnim zapisom za gen appA, z 
restrikcijskima encimoma EcoRI in KpnI. Restrikcijsko analizo smo naredili v treh 
ponovitvah (na sliki 6 prikazano s številkami od 1 do 3). Po restrikcijski analizi smo dobili 
odseke DNA pričakovane velikosti. 
 
 
Slika 6: Restrikcijska analiza plazmida pYES z nukleotidnim zaporedjem za gen appA, v treh ponovitvah (1-
3), z restrikcijskima encimoma EcoRI in KpnI 
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4.2 PREVERJANJE FITAZNE AKTIVNOSTI V IZBRANIH TRANSFORMANTAH S. 
cerevisiae INVSc1, TRANSFORMIRANIH S PLAZMIDOM pYES_PGAL1_appA 
 
Po uspešni konstrukciji plazmida pYES_PGAL1_appA smo z njim transformirali celice S. 
cerevisiae INVSc1. Med dobljenimi transformantami smo izbrali 11 kolonij in jih 
kultivirali 24 h v SC-URA + GLU gojišču pri 28 °C in 220 rpm. Po kultivaciji smo 
volumen suspenzije, ki smo jo izračunali po enačbi (1), prenesli v 5 mL tekočega gojišča 
SC-URA z dodatkom galaktoze. Izmerili smo znotrajcelično fitazno aktivnost po 12 h in 
18 h kultivacije. Po 18 h kultivacije je bila znotrajcelična fitazna aktivnost pri večini 
klonov višja kot po 12 h kultivacije (Slika 7). Najvišjo znotrajcelično fitazno aktivnost smo 
izmerili pri klonu C6 po 12 h in 18 h kultivacije, ki je bila po 12 h kultivacije 1,39 U/mL, 
po 18 h kultivacije pa 2,49 U/mL (Priloga F). 
 
 
Slika 7: Znotrajcelična fitazna aktivnost pri izbranih klonih S. cerevisiae INVSc1 s plazmidom 
pYES_PGAL1_appA v gojišču SC-URA + GAL po 12 h in 18 h kultivacije pri 28 °C in 220 rpm. 
 
4.3 KONSTRUKCIJA PLAZMIDNEGA VEKTORJA pYES_appA S PROMOTORJEM 
PTEF1 IN SIGNALNIM ZAPOREDJEM GENA MFα1 
 
Po uspešni konstrukciji plazmida z inducibilnim promotorjem smo skonstruirali tudi 
plazmid s konstitutivnim promotorjem tako, da smo pomnožili gen pYES_appA brez 
promotorja PGAL1, pomnožili gen TEF1 iz plazmida pSP-G2 in gen MFα1 iz plazmida 
pPIC9K. Menjavo promotorjev smo naredili zato, ker se pri inducibilnem promotorju PGAL1 
za aktivacijo promotorja uporablja galaktoza, ki je drag vir ogljika za uporabo v 
industrijskem obsegu. Z vključkom signalnega zaporedja gena MFα1 smo želeli doseči, da 
bi se rekombinantna fitaza izločala v gojišče. Na sliki 8 so prikazani pomnožki 
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zaporedjem MFα1 (3). Gen pYES_appA je 6625 bp velik DNA odsek, promotor gena 
TEF1 421 bp in signalno zaporedje gena MFα1 290 bp. 
 
 
Slika 8: Pomnožki PCR nukleotidnega zapisa za gen pYES_appA, TEF1 in MFα1 (3) 
 
Po ligaciji pomnožkov PCR z Gibson Assembly® Master Mix kompletom in 
transformaciji plazmida pYES_PTEF1_α-faktor_appA v E. coli DH10β smo uspešnost 
preverili z reakcijo PCR na osnovi kolonije (Slika 9). Uporabili smo začetna 
oligonukleotida pTEF_fwd in E20??K2-KpnI_rev, da bi preverili ali imajo transformante s 
plazmidom pYES vključen PTEF1_α-faktor_appA. Na agarozni gelski elektroforezi smo 
dokazali, da ima ena transformanta vključek PTEF1_α-faktor_appA velikosti 2066 bp (na 
sliki 9 prikazano s številko 1). 
 
 
Slika 9: Potrjevanje prisotnosti vključka PTEF1_α-faktor_appA (1) v transformantah E. coli DH10β s pomočjo 
PCR reakcije na osnovi kolonije, z začetnima oligonukleotidima pTEF_fwd in E20??K2-KpnI_rev 
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Nato smo iz transformante s plazmidom pYES in domnevnim celotnim vključkom 
PTEF1_α-faktor_appA izolirali plazmid in naredili restrikcijsko analizo z restrikcijskima 
encimoma BamHI in XbaI. Restrikcijsko analizo smo naredili v dveh ponovitvah. To 
restrikcijo analizo smo naredili zato, ker smo med promotor PTEF1 in signalnim zaporedjem 
gena MFα1 postavili restrikcijsko BamHI, ki ga plazmid pYES le z vključkom appA nima. 
Na agarozni gelski elektroforezi se je ločil plazmid pYES s promotorjem PTEF1 velikosti 
5689 bp in signalno zaporedje MFα1 z genom appA velikosti 1645 bp (Slika 10). 
 
 
Slika 10: Restrikcijska analiza plazmida pYES z vključkom PTEF1_α-faktor_appA, v dveh ponovitvah, z 
restrikcijskima encimoma BamHI in XbaI 
 
4.4 PREVERJANJE FITAZNE AKTIVNOSTI IZBRANIH TRANSFORMANT S. 
cerevisiae INVSc1, TRANSFORMIRANIH S PLAZMIDOM pYES_PTEF1_α-faktor_appA 
 
Plazmid pYES_PTEF1_α-faktor_appA smo nato transformirali v S. cerevisiae INVSc1 z 
metodo transformacije z litijevim acetatom. Med dobljenimi transformantami smo izbrali 
štiri kolonije in jih kultivirali, najprej v minimalnem gojišču SC-URA z dodatkom glukoze 
(SC-URA + GLU) 24 h pri 28 °C in 220 rpm, nato pa smo jih kultivirali v 5 mL tekočem 
gojišču SC-URA + GLU in v 5 mL tekočem gojišču SC-URA z dodatkom galaktoze (SC-
URA + GAL). Kot negativno kontrolo smo uporabili transformanto S. cerevisiae INVSc1, 
s komercialnim kontrolnim plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ (Priloga D). Ker smo 
primerjali fitazno aktivnost transformant s konstitutivnim in inducibilni promotorjem, smo 
uporabili tudi klona C1 in C6 s pYES_PGAL1_appA. Izmerili smo povprečno znotrajcelično 
in zunajcelično fitazno aktivnost po 18 h, 24 h in 48 h kultivacije (Slika 11). V tem 
eksperimentu je povprečna fitazna aktivnost predstavljala povprečje dveh paralelk. Pri 
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vseh klonih s konstitutivnim promotorjem gena TEF1 (kloni alpha 1-4) je bila 
znotrajcelična fitazna aktivnost višja kot zunajcelična. Ravno obratno je bilo pri klonih z 
inducibilni promotorjem gena GAL1 (C1 in C6), saj sta imela klona skoraj pri vseh časih 
kultivacije višjo zunajcelično fitazno aktivnost kot znotrajcelično fitazno aktivnost. Izmed 
vseh klonov je bila najvišja izmerjena zunajcelična fitazna aktivnost pri klonu alpha 4 s 
konstitutivnim promotorjem gena TEF1 po 48 h kultivacije v gojišču SC-URA + GLU 
(2,06   0,13 U/mL) (Priloga G). Pri klonih z inducibilni promotorjem PGAL1 je bila najvišja 
zunajcelična fitazna aktivnost pri klonu C6 po 48 h kultivacije v gojišču SC-URA + GLU 
(1,83   0,21 U/mL) (Priloga G). Izmerjena znotrajcelična fitazna aktivnost je bila pri 
klonih s konstitutivnim promotorjem PTEF1 višja kot pri klonih z inducibilnim promotorjem 
PGAL1. Med vsemi kloni je bila izmerjena najvišja znotrajcelična fitazna aktivnost pri klonu 
alpha 4 po 48 h kultivacije v gojišču SC-URA + GLU (35,09   8,47 U/mL) (Priloga H). 
Pri klonih z inducibilnim promotorjem PGAL1 pa je bila najvišja znotrajcelična fitazna 
aktivnost pri klonu C6 po 18 h kultivacije v gojišču SC-URA + GAL (1,47   0,33 U/mL) 
(Priloga H). Iz primerjave znotrajcelične in zunajcelične fitazne aktivnosti lahko sklepamo, 
da se je v gojišču pri transformanti C1 s plazmidom pYES_PGAL1_appA po 48 h kultivacije 
izločilo kar 88,12 % heterologno izražene fitaze. Pri transformati alpha 3 s plazmidom 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA po 48 h kultivacije pa se je izločilo le 9,40 % heterologno 
izražene fitaze (Priloga G). 
44 
Bešić E. Vpliv sekrecije heterolognih encimov kvasovke Saccharomyces cerevisiae na njihovo aktivnost. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
  
Slika 11: Znotrajcelična in zunajcelična fitazna aktivnost pri klonih C1, C6 s pYES_PGAL1_appA in klonih alpha 1, alpha 2, alpha 3, alpha 4 s pYES_PTEF1_appA ter 
negativni kontroli s pYES2.1/V5-His/lacZ v gojiščih SC-URA + GLU in SC-URA + GAL po 18 h, 24 h in 48 h kultivacije pri 28 °C, 220 rpm. 
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4.5 KONSTRUKCIJA PLAZMIDNEGA VEKTORJA pYES_PTEF1_appA S 
SIGNALNIMI ZAPOREDJI GENOV CRH1/PLB1/AGA2 
 
Ker smo želeli ugotoviti, katero signalno zaporedje je najbolj ustrezno za izločanje 
rekombinantne fitaze v gojišče, smo sestavili plazmide z različnimi signalnimi zaporedji. 
Pomnožili smo del genov PLB1, CRH1, AGA2 in sicer začetni del genov, kjer je signalno 
zaporedje. Na sliki 12 so prikazani pomnožki PCR signalnih zaporedij genov PLB1, 
CRH1, AGA2. Signalno zaporedje genov PLB1 in CRH1 je 207 bp, signalno zaporedje 
gena AGA2 pa 156 bp. 
 
 
Slika 12: Pomnožki PCR signalnih zaporedji genov PLB1, CRH1, AGA2 
 
Iz plazmida pYES_PTEF1_α-faktor_appA smo nato z restrikcijskima encimoma EcoRI in 
BamHI izrezali signalno zaporedje gena MFα1, zato da smo dobili željen vektor 
pYES_PTEF1_appA velik 7056 bp (Slika 13). 
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Slika 13: Restrikcija analiza plazmida pYES z vključkom PTEF1_α-faktor_appA z restrikcijskima encimoma 
EcoRI in BamHI 
 
Po uspešni ligaciji signalnih zaporedij genov PLB1, CRH1, AGA2 in transformaciji 
plazmidov pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA ter 
pYES_PTEF1_AGA2_appA v E. coli DH10β smo naredili restrikcijsko analizo z 
restrikcijskima encimoma BamHI in EcoRI (Slika 14). S to restrikcijsko analizo smo 




Slika 14: Restrikcija analiza plazmida pYES z vključkom PTEF1_PLB1_appA (1), z vključkom 
PTEF1_CRH1_appA (2), z vključkom PTEF1_AGA2_appA (3) in z vključkom PTEF1_α-faktor_appA (4), z 
restrikcijskima encimoma EcoRI in BamHI 
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4.6 PREVERJANJE FITAZNE AKTIVNOSTI IZBRANIH TRANSFORMANT S. 
cerevisiae INVSc1, TRANSFORMIRANIH S PLAZMIDI pYES_PTEF1_PLB1_appA, 
pYES_PTEF1_CRH1_appA, pYES_PTEF1_AGA2_appA 
 
Vse tri plazmide smo transformirali v S. cerevisiae INVSc1 z metodo transformacije z 
litijevim acetatom. Izbrali smo po pet kolonij transformant S. cerevisiae INVSc1, 
transformiranih s posameznim plazmidnim konstruktom, in jih najprej kultivirali v 
minimalnem gojišču SC-URA + GLU 24 h pri 28 °C in 220 rpm, ter jih nato prenesli v 5 
mL tekočega gojišča SC-URA + GLU pri 28 °C, 220 rpm in 60 % vlažnosti. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili transfromanti S. cerevisiae INVSc1, transformirani s komercialnim 
kontrolnim plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ. Ker smo primerjali fitazno aktivnost 
transformant, ki so vsebovale konstrukt z različnimi signalnimi zaporedji, smo uporabili 
tudi klona z oznako alpha 1 in alpha 4. Izmerili smo znotrajcelično in zunajcelično fitazno 
aktivnost po 24 h, 48 h in 72 h kultivacije. Pri skoraj vseh klonih, razen dveh izjem, je bila 
znotrajcelična fitazna aktivnost višja kot zunajcelična fitazna aktivnost in sicer pri klonu 1 
s signalnim zaporedjem gena CRH1 po 24 h kultivacije in pri klonu 5 s signalnim 
zaporedjem gena AGA2 po 24 h kultivacije (Slika 15). Kloni, ki so imeli signalno 
zaporedje gena AGA2, so imeli v povprečju višjo zunajcelično fitazno aktivnost kot kloni, 
ki so imeli ostala signalna zaporedja. Najvišja zunajcelična fitazna aktivnost je bila pri 
klonu 5 s signalnim zaporedjem gena AGA2 po 24 h kultivacije (2,26 U/mL) (Priloga I). 
Pri znotrajcelični fitazni aktivnosti so kloni s signalni zaporedjem gena MFα1 imeli višjo 
fitazno aktivnost kot kloni, ki so imeli ostala signala zaporedja, vendar je bila najvišja 
znotrajcelična fitazna aktivnost pri klonu 3 s signalnim zaporedjem gena CRH1 po 72 h 
kultivacije (14,38 U/mL) (Priloga J). Iz primerjave znotrajcelične in zunajcelične fitazne 
aktivnosti lahko sklepamo, da se je v gojišču pri klonu alpha 4 po 72 h kultivacije, izločilo 
7,51 % heterologno izražene fitaze, pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena PLB1 po 24 h 
kultivacije 36,41 % (Priloga I). Največ heterologno izražene fitaze, izločene v gojišče, je 
bilo pri klonu 1 s signalnim zaporedjem gena CRH1 po 24 h kultivacije, kar 67,47 %. Pri 
transformantah s plazmidom pYES_PTEF1_AGA2_appA pa je bilo največ heterologno 
izražene fitaze izločeno v gojišče pri klonu 5 s signalnim zaporedjem gena AGA2 po 24 h 
kultivacije in sicer 50,77 % (Priloga I). Iz teh podatkov je razvidno, da se je glede na delež 
skupne fitazne aktivnosti največ rekombinantne fitaze izločilo v gojišče pri klonu 1 s 
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Slika 15: Znotrajcelična in zunajcelična fitazna aktivnost pri klonih alpha (1, 4) s pYES_PTEF1_α-faktor_appA, klonih PLB1 (1-5) s pYES_PTEF1_PLB1_appA, klonih 
CRH1 (1-5) s pYES_PTEF1_CRH1_appA, klonih AGA2 (1-5) s pYES_PTEF1_AGA2_appA in negativnima kontrolama pYES2.1/V5-His/lacZ v gojišču SC-URA + GLU 
po 24 h, 48 h in 72 h kultivacije pri 28 °C, 220 rpm in 60 % vlažnosti. 
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4.6.1 Preverjanje fitazne aktivnosti izbranih transformant S. cerevisiae INVSc1, 
transformiranih s plazmidi pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA, 
pYES_PTEF1_AGA2_appA pri različnih temperaturah in gojiščih 
 
V tem poskusu smo si izbrali po en klon, transformiran s plazmidi z različnimi signalnimi 
zaporedji, pri katerem smo izmerili najvišjo skupno fitazno aktivnost. Vse izbrane kolonije 
in negativno kontrolo smo najprej namnožili v SC-URA + GLU 24 h pri 28 °C in 220 rpm, 
nato pa biomaso prenesli v 5 mL tekočega gojišča SC-URA + GLU in v 5 ml tekočega 
gojišča YPD pri 28 °C, 220 rpm in 60 % vlažnosti. Ker nas je zanimalo, ali bo fitazna 
aktivnost višja pri višji temperaturi, smo gojišča SC-URA + GLU kultivirali tudi pri 37 °C, 
220 rpm in 60 % vlažnosti. Izmerili smo povprečje zunajcelične fitazne aktivnosti klonom 
v YPD gojišču pri 28 °C in klonom v SC-URA + GLU gojišču pri 28 °C ter pri 37 °C po 
24 h, 48 h in 72 h kultivacije. Povprečna fitazna aktivnost predstavlja povprečje dveh 
paralelk. Zunajcelične fitazne aktivnosti pri klonih, ki smo jih kultivirali v YPD gojišču, so 
bile višje kot pri klonih, ki smo jih kultivirali v gojišču SC-URA + GLU (Slika 16). 
Najvišjo zunajcelično fitazno aktivnost v vseh treh časovnih točkah smo izmerili pri klonu 
4 s signalnim zaporedjem gena MFα1 v YPD. Najvišjo zunajcelično fitazno aktivnost 
klona alpha 4 smo izmerili v YPD po 72 h kultivacije (23,90   0,00 U/mL) (Priloga K). 
Zunajcelična fitazna aktivnost je bila pri klonih, ki smo jih kultivirali v gojišču SC-URA + 
GLU pri 37 °C, višja kot pri klonih, ki smo jih kultivirali v istem gojišču, vendar pri nižji 
temperaturi (28 °C). Najvišjo zunajcelično fitazno aktivnost v gojišču SC-URA + GLU pri 
37 °C po 72 h kultivacije smo izmerili pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1 
(9,56   1,50 U/mL) (Priloga K), prav tako je bila najvišja zunajcelična fitazna aktivnost 
pri 28 °C po 72 h kultivacije izmerjena pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1 
(4,99   1,13 U/mL) (Priloga K). 
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Slika 16: Zunajcelična fitazna aktivnost pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1, klonu 1 s signalnim zaporedjem gena PBL1, klonu 1 s signalnim zaporedjem 
gena CRH1, klonu 2 s signalnim zaporedjem gena AGA2 in negativni kontroli s pYES2.1/V5-His/lacZ v gojišču YPD in SC-URA + GLU po 24 h, 48 h in 72 h 
kultivacije pri 28 °C, 220 rpm in 60 % vlažnosti ter v gojišču SC-URA + GLU po 24 h, 48 h in 72 h kultivacije pri 37 °C, 220 rpm in 60 % vlažnosti. 
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Zaradi višje zunajcelične fitazne aktivnosti celic, ki so bili v YPD gojišču, v primerjavi s 
SC-URA gojiščem z dodatkom glukoze, nas je zanimala tudi znotrajcelična fitazna 
aktivnost izbranih klonov. Izmerili smo povprečje znotrajcelične fitazne aktivnosti izbranih 
klonov v gojišču YPD po 24 h, 48 h in 72 h kultivacije. Povprečna fitazna aktivnost 
predstavlja povprečje dveh paralelk. V vseh primerih je bila zunajcelična fitazna aktivnost 
višja kot znotrajcelična fitazna aktivnost (Slika 17). Po 48 h in 72 h kultivacije smo 
izmerili višjo znotrajcelično fitazno aktivnost pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena 
MFα1 v primerjavi z ostalimi kloni. Najvišjo znotrajcelično fitazno aktivnost smo izmerili 
pri klonu 1 s signalnim zaporedjem za gen PLB1 po 24 h kultivacije in sicer 7,72   5,77 
U/mL (Priloga L). Iz primerjave znotrajcelične in zunajcelične fitazne aktivnosti lahko 
sklepamo, da se je v gojišču pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1 po 72 h 
kultivacije izločilo 82,60 % heterologno izražene fitaze, pri klonu 1 s signalnim 
zaporedjem gena PLB1 po 48 h kultivacije 86,81 %, pri klonu 1 s signalnim zaporedjem 
gena CRH1 po 48 h kultivacije 78,25 % in pri klonu 2 s signalnim zaporedjem gena AGA2 
po 48 h kultivacije 77,70 % (Priloga K). Iz teh podatkov je razvidno, da se je glede na 
delež skupne fitazne aktivnosti največ heterologne fitaze izločilo v gojišče pri klonu 1 s 
signalnim zaporedjem gena PLB1 po 48 h kultivacije. 
 
 
Slika 17: Znotrajcelična fitazna aktivnost pri klonu 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1, klonu 1 s 
signalnim zaporedjem gena PLB1, klonu 1 s signalnim zaporedjem gena CRH1, klonu 2 s signalnim 
zaporedjem gena AGA2 in kontroli s pYES2.1/V5-His/lacZ v YPD gojišču po 24 h, 48 h in 72 h kultivacije 
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5.1. PRIMERJAVA FITAZNE AKTIVNOSTI TRANSFORMANT S. cerevisiae INVSc1 
S PLAZMIDI Z INDUCIBILNIM PROMOTORJEM IN KONSTITUTIVNIM 
PROMOTORJEM 
 
V prvem delu magistrske naloge smo uspešno izrazili encim fitaza iz bakterije E. coli v 
kvasovki S. cerevisiae INVSc1. V nadaljevanju smo plazmidu pYES_appA z inducibilnim 
promotorjem gena GAL1 izmerili fitazno aktivnost. Gen GAL1 kvasovk S. cerevisiae je 
galaktokinaza in je vključen v pot metabolizma galaktoze, ki je del metabolizma ogljikovih 
hidratov (UniProt, 2018d). Promotor PGAL1 omogoča inducibilno transkripcijo in je med 
najpogosteje uporabljenimi inducibilnimi promotorji pri kvasovkah ter se uporablja za 
proizvodnjo rekombinantih proteinov v S. cerevisiae (Kim in sod., 2015). Izražanje 
promotorja gena GAL1 je inducirano z galaktozo in reprimirano z glukozo (Partow, 2010). 
Celice, ki jih kultiviramo v glukozi, imajo popolno represijo in najnižjo bazalno 
transkripcijo gena GAL1. Prenos celic iz gojišča z glukozo v gojišče z galaktozo povzroči, 
da se gen GAL1 aktivira in sproži transkripcijo (Invitrogen, 2008). To je velika 
pomanjkljivost uporaba tega promotorja v biotehnologiji kvasovk, saj sta glukoza in 
fruktoza glavna vira ogljika za kvasovke. Poleg tega je galaktoza drag vir ogljika za 
uporabo v industrijskem obsegu. Pomanjkljivost je tudi ta, da prehod iz glukoze v 
galaktozo povzroča velike presnovne spremembe (Partow, 2010). Inducibilni promotorji 
nudijo prednost nadzorovanja izražanje gena kot odgovor na specifične indukcijske ali 
represivne molekule in so dobro definirani ter imajo predvidljive ekspresijske profile (Kim 
in sod., 2015). Prav tako so koristni, če je rekombinantni protein toksičen za gostiteljsko 
celico (Lipscomb in sod., 2004). Zato smo kot alternativo plazmidu z inducibilnim 
galaktoznim promotorjem skonstruirali plazmid pYES_PTEF1_α-faktor_appA s 
konstitutivnem promotorjem gena TEF1 in signalni zaporedjem gena MFα1 ter izmerili 
fitazno aktivnost. Gen TEF1 kodira transkripcijski elongacijski faktor, ki je vključen v pot 
podaljševanja polipeptidne verige, ki je del biosinteze beljakovin (UniProt, 2018c). 
Promotor gena TEF1 omogoča visoko konstitutivno transkripcijo izbranega gena (Partow, 
2010). Prednost konstitutivnih promotorjev je ta, da za njihovo uporabo ne potrebujemo 
razvoja zapletenih strategij kultivacije ali uporabo specifičnih induktorjev, ki povečajo 
stroške procesa ali pa bi lahko vplivali na izolacijo končnega produkta (Mattanovich in 
sod., 2012). 
 
Iz rezultatov je razvidno, da so imeli kloni z genom za encim fitaza pod konstitutivnim 
promotorjem gena TEF1 višjo skupno fitazno aktivnost kot kloni pod inducibilnim 
promotorjem gena GAL1. Predvidevali smo, da bodo kloni z inducibilnim promotorjem 
imeli višjo fitazno aktivnost v SC-URA gojišču z dodatkom galaktoze kot glukoze, glede 
na to, da se gen GAL1 inducira z galaktozo. V nekaterih primerih je bila izmerjena fitazna 
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aktivnost višja v gojišču SC-URA z dodatkom galaktoze, vendar kloni z inducibilnim 
promotorjem PGAL1 niso imeli visoke fitazne aktivnosti v SC-URA gojišču z dodatkom 
galaktoze, najverjetneje zato, ker smo pri pripravi SC-URA gojišča naredili napako. V SC-
URA gojišču smo že imeli glukozo, ki smo ji nato dodali galaktozo. Ker smo imeli v SC-
URA gojišču glukozo in galaktozo, je glukoza zavirala izražanje gena GAL1 in zato se tudi 
fitaza ni izražala. Pri klonih s konstitutivnim promotorjem PTEF1 smo predvidevali, da bo 
izmerjena fitazna aktivnost v SC-URA gojišču z dodatkom glukoze višja kot pri galaktozi, 
saj je pri kvasovki S. cerevisiae asimilacija glukoze hitrejša, vendar v nekaterih primerih ni 
bilo tako in je bila fitazna aktivnst višja pri SC-URA z galaktozo kot glukozo, verjetno 
zaradi napake pri pripravi gojišča, ker je bila v SC-URA gojišču glukoza in galaktoza in so 
imele kvasovke na voljo večjo količino vira ogljika. 
 
5.2 PRIMERJAVA FITAZNE AKTIVNOSTI TRANSFORMANT S. cerevisiae INVSc1 
TRANSFORMIRANIH S PLAZMIDI Z RAZLIČNIMI SIGNALNIMI ZAPOREDJI 
 
Ekstracelularno izločanje tarčnih encimov je ena izmed najbolj zaželenih lastnosti pri 
proizvodnji encimov z mikroorganizmi (Lee in sod., 2005). Če se produkt slabo izloča v 
gojišče, ga je potrebno izolirati iz celičnega lizata, kar predstavlja velik proizvodni strošek, 
saj so za njegovo izolacijo potrebni dodatni zaključni procesi (Demain in Vaishnav, 2009). 
Mori in sod. (2015) so v svoji študiji dokazali, da omogočajo signalna zaporedja genov 
MFα1, PLB1, CRH1 in AGA2 visoko raven izločanja tarčnega proteina. Gen MFα1 je 
nukleotidni zapis spolnega fermona α faktorja, ki se nahaja na lokusu MATα in se običajno 
uporablja za heterologno izločanje proteinov iz S. cerevisiae (Mori in sod., 2015). Gen 
PLB1 kodira fosfolipazo B, ki je vpletena v metabolizem lipidov (SGD, 2018d). Gen 
CRH1 kodira hitin transglikozidazo, ki ima vlogo pri sintezi celične stene, saj prenaša hitin 
v 1,6-β-glukan v celični steni (SGD, 2018a). Gen AGA2 je adhezijska podenota α 
aglutinina (Mori in sod., 2015). Da bi ugotovili, katero signalno zaporedje je najbolj 
ustrezno za izločanje fitaze v gojišče, smo skonstruirali plazmide, kjer smo pred 
nukleotidni zapis za encim fitaza vstavili različna signalna zaporedja. Skonstruirali smo tri 
različne plazmide na osnovi vektorja pYES_PTEF1_appA z zapisi za signalna zaporedja 
genov PLB1, CRH1 in AGA2. Primerjali smo jih z dvema najbolj donosnima klonoma iz 
prejšnjega poskusa, ki sta imela signalno zaporedje gena MFα1. Spremljali smo tako 
zunajcelično kot znotrajcelično fitazno aktivnost. Pri skoraj vseh klonih, razen dveh izjem, 
je bila pri testiranih pogojih znotrajcelična fitazna aktivnost višja kot zunajcelična fitazna 
aktivnost. Predvidevali smo, da bodo kloni s signalnim zaporedjem gena MFα1 imeli 
najvišjo zunajcelično fitazno aktivnost, saj se omenjeno signalno zaporedje najpogosteje 
uporablja za heterologno izražanje proteinov (Nielsen, 2013). Čeprav so imeli v povprečju 
najvišjo znotrajcelično fitazno aktivnost, se fitaza v tem primeru ni izločala v gojišče, 
najverjetneje zato, ker je SC-URA enostavno gojišče in so se zaradi prisotnosti enostavnih 
virov ogljika in dušika komponente sekretornih poti nizko izražale. V povprečju so kloni s 
signalnim zaporedjem AGA2 imeli najvišje zunajcelične fitazne aktivnosti. Prišlo je do 
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odstopanja pri skupni aktivnosti fitaze pri različnih klonih transformiranih z istim 
plazmidom, verjetno zaradi količine biomase, ki smo jo prenesli najprej v SC-URA + GLU 
gojišče in kasneje v indukcijsko gojišče SC-URA + GLU. Pri tem eksperimentu nismo 
imeli tako visoke fitazne aktivnosti kot v eksperimentu, kjer smo primerjali fitazno 
aktivnost med inducibilnim in konstitutivnim promotorjem, najverjetneje zato, ker smo v 
tem eksperimentu imeli 60 % vlaženje in tako tudi po daljšem času kultivacije zaradi 
majhnih volumnov gojišča ni prišlo do izhlapevanja vode in posledično do koncentriranja 
gojišča. 
 
Mori in sod. (2015) so primerjali različna signalna zaporedja za heterologno izražanje β- 
galaktozidaze (LacA) v S. cerevisiae INVSc1, med drugimi tudi signalna zaporedja genov 
MFα1, PLB1, CRH1 in AGA2. Ugotovili so, da je bila zunajcelična aktivnost LacA najvišja 
pri klonih s signalnim zaporedjem gena AGA2 in CRH1 in najnižja pri klonih s signalnim 
zaporedjem gena MFα1. V našem primeru smo imeli najvišjo zunajcelično fitazno 
aktivnost pri klonih s signalnim zaporedjem gena MFα1 in najnižjo pri klonih s signalnim 
zaporedjem gena AGA2 v YPD gojišču. Prav tako so ugotovili, da se je kljub visoki 
izmerjeni zunajcelični aktivnosti izražene β-galaktozidaze del izraženih encimov še vedno 
nahajal znotraj celice. Tudi v našem primeru smo pri klonu z oznako alpha 4 s signalnim 
zaporedjem MFα1 izmerili visoko zunajcelično in znotrajcelično fitazno aktivnost v YPD 
gojišču. 
 
Zanimivo bi bilo testirati še ostala signalna zaporedja kot na primer gen OST1 (Fitzgerald 
in Glick, 2014) (glikoziltransferazna enota 1, ki je vključen v proteinsko glikozilacijo 
(UniProt, 2018f)), gen EXG1 (beta-glukonaza, ki sodeluje pri metabolizmu beta-glukana 
ter je glavna strukturna komponenta celične stene (UniProt, 2018g)) in gen SUN4 (protein 
celične stene, ki je povezan s glukanazami (SGD, 2018e)), ki imajo visoko raven sekrecije 
(Mori in sod., 2015), Prav tako bi bilo zanimivo testirati še različne konstitutivne 
promotorje, GPD1 (glicerol-3-fosfat dehidrogenaza, ki sodeluje pri sintezi glicerola (SGD, 
2018b)), TDH3 (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (UniProt, 2018b)) in ADH1 (alkohol 
dehidrogenaza katalizira pretvorbo primarnih nerazvejanih alkoholov v njihove ustrezne 
aldehide (UniProt, 2018a)), ki se uporabljajo za visoko konstitutivno izražanje 
heterolognih genov v kvasovki S. cerevisiae (Kim in sod., 2015). Za višji donos fitaze pa 
bi bila hkrati potrebna optimizacija gojišča in pogojev kultivacije. 
 
5.3 PRIMERJAVA FITAZNE AKTIVNOSTI TRANSFORMANT S. cerevisiae INVSc1, 
TRANSFORMIRANIH S PLAZMIDI Z RAZLIČNIMI SIGNALNIMI ZAPOREDJI PRI 
RAZLIČNIH TEMPERATURAH IN V RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
 
Zaradi nizke zunajcelične fitazne aktivnosti v prejšnjem eksperimentu smo izbrane klone 
kultivirali v dveh različnih gojiščih (YPD in SC-URA z dodatkom glukoze), saj nas je 
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zanimalo, v katerem gojišču bomo dosegli večjo produkcijo izbranega encima. SC je 
sintetično minimalno definirano gojišče za kvasovke. To gojišče vsebuje 0,67 % dušikovih 
baz brez aminokislin, 2 % vira ogljika (glukoza ali galaktoza), po 0,01 % adenina, 
arginina, cisteina, levcina, lizina, treonina, triptofana, uracila in po 0,005 % asparaginske 
kisline, histidina, izolevcina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, tirozina, valina 
(Invitrogen, 2008). V našem primeru smo uporabili SC-URA, saj smo imeli na plazmidu 
zapis za URA3 gen, ki komplementira avksotrofno mutacijo v gostiteljskem sevu in služi 
kot selekcijski marker. YPD je kompleksno gojišče za rast kvasovk in ga ni mogoče 
uporabljati kot selekcijsko gojišče za avksotrofe. Vsebuje 1 % kvasnega ekstrakta, 2 % 
peptona in 2 % glukoze (Sherman, 2002). Zunajcelična fitazna aktivnost je bila višja pri 
klonih, ki smo jih kultivirali v gojišču YPD, kot pri klonih, ki smo jih kultivirali v gojišču 
SC-URA z dodatkom glukoze. YPD gojišče je bogatejše gojišče od SC-URA z dodatkom 
glukoze, saj vsebuje večjo količino virov ogljika in dušika. V YPD gojišču so bile 
izmerjene najvišje zunajcelične fitazne aktivnosti pri klonu z oznako alpha 4 s signalnim 
zaporedjem gena MFα1, pri klonu 2 s signalnim zaporedjem gena AGA2 pa so izmerjene 
najnižje zunajcelične fitazne aktivnosti v primerjavi z drugimi kloni. Izbrane klone smo 
kultivirali v SC-URA gojišču z dodatkom glukoze pri 28 °C in 37 °C, saj smo sklepali, da 
bo zaradi povišane temperature kultivacije prišlo do aktivacije toplotnega (heat-shock) 
stresnega odziva, ki se odraža s povišanjem nivoja izražanja šaperonov, ki pomagajo pri 
pravilnem zvijanju proteinov (Hou in sod., 2013). Čeprav smo v primeru kultivacij pri 37 
°C izmerili višjo zunajcelično fitazno aktivnost kot pri kultivacijah pri 28 °C, smo opazili 
tudi povišanje koncentracije prostega fosfata v gojišču in zato ne moremo trditi, da se z 
višanjem temperature povečuje fitazna aktivnost, ki bi lahko bila posledica hitrejšega 
izhlapevanja vode iz gojišča tekom kultivacije. Zaradi visoke zunajcelične fitazne 
aktivnosti pri vseh klonih, ki so bili kultivirani v YPD gojišču, smo izmerili tudi 
znotrajcelično fitazno aktivnost. Zunajcelična fitazna aktivnost je pri vseh klonih višja kot 
znotrajcelična fitazna aktivnost. Kljub visoki izmerjeni zunajcelični fitazni aktivnosti pri 
klonu z oznako alpha 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1 je bila v primerjavi z drugimi 
kloni visoka tudi znotrajcelična fitazna aktivnost. Iz tega lahko sklepamo, da signalna 
zaporedja poleg izločanja v zunajcelični prostor vplivajo tudi na samo sintezo proteinov v 
fazah transkripcije ali translacije (Mori in sod., 2015). Med testiranimi kloni se je zaradi 
visokih izmerjenih fitaznih aktivnosti tekom kultivacije kot najbolj zanimiv izkazal klon z 
oznako alpha 4 s signalnim zaporedjem gena MFα1. 
 
V vseh eksperimentih smo ugotovili, da je fitazna aktivnost višja po daljšem času 
kultivacije. 
 
Lee in sod. (2005) so izmerili fitazno aktivnost kvasovki S. cerevisiae INVSc1, kultivacija 
je trajala 8 dni in je potekala v YPG gojišču (1 % kvasni ekstrakt, 2% pepton, 2 % 
galaktoza). Galaktozo so uporabili zato, ker so uporabili plazmid pYES, ki ima inducibilni 
promotor PGAL1. Na strukturnem genu so imeli MFα1 in so izmerili zunajcelično fitazno 
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aktivnost, ki je bila 6,7 U/mL. V našem primeru je kultivacija potekala 72 h v YPD 
gojišču, saj smo imeli konstitutivni promotor PTEF1. Pri sevih z MFα1 smo izmerili najvišjo 
zunajcelično fitazno aktivnost 23,897 U/mL. Pri sevih z inducibilni promotorjem PGAL1 
smo izmerili najvišjo zunajcelično fitazno aktivnost po 48 h in je bila 1,083 U/mL, vendar 
tu nismo imeli na strukturnem genu zapisa za signalno zaporedje MFα1 in se fitaza ni 
mogla izločati v gojišče. Naši rezultati niso povsem primerljivi z rezultati Lee in sod. 
(2005), saj so uporabili drug protokol izvedbe fitaznega testa. 
 
Fitaza je zaradi svojih lastnosti (vsebuje disulfidne vezi) zanimiv modelni encim in izsledki 
so uporabni za izražanje drugih heterolognih proteinov. Za heterologno izražanje fitaze v S. 
cerevisiae INVSc1 se je signalno zaporedje gena MFα1 izkazalo kot najbolj zanimivo, 
vendar obstaja verjetnost, da bi bilo za izražanje drugih proteinov bolj primerno zaporedje 
katerega drugega gena, saj dodatek signalnega zaporedja lahko vpliva na sekundarne 
strukture mRNA in zvijanje proteinov. 
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 V kvasovki S. cerevisiae lahko heterologno izražamo aktivno rekombinantno fitazo 
bakterije E. coli. 
 
 Heterologna izražena fitaza se je tudi izločala v tekoče gojišče, pri čemer se je kot 
najbolj učinkovito izkazalo signalno zaporedje MFα1. 
 




Bešić E. Vpliv sekrecije heterolognih encimov kvasovke Saccharomyces cerevisiae na njihovo aktivnost. 




Kvasovka S. cerevisiae je tradicionalni biotehnološki organizem, ki omogoča izražanje 
številnih heterolognih proteinov (Çelik in Çalik, 2012). Je ekonomična; hitro doseže 
visoko gostoto celic; sposobna je proizvajati visoke koncentracije beljakovin; ima status 
GRAS (Çelik in Çalik, 2012) in sposobnost izločanja heterologno izraženih proteinov v 
gojišče, če so na strukturnem genu ustrezna signalna zaporedja (Demain in Vaishnav, 
2009). 
 
Namen naloge je bil, da heterologno izrazimo encim fitaza bakterije E. coli v izbranem 
sevu kvasovke S. cerevisiae in da testiramo različna signalna zaporedja za izločanje fitaze 
v gojišče. Skonstruirali smo plazmide s štirimi različnimi signalnimi zaporedji. Uspešno 
izločanje fitaze v gojišče smo potrdili s spektrofotometričnim spremljanjem razgradnje 
encimskega substrata. 
 
V prvem delu magistrske naloge smo primerjali fitazno aktivnost transformant s plazmidi z 
inducibilnim in konstitutivnim promotorjem. Kloni s konstitutivnim promotorjem so imeli 
v primerjavi s kloni z inducibilnim promotorjem zelo visoke znotrajcelične fitazne 
aktivnosti. Pripravili smo tudi plazmide s konstitutivnim promotorjem in različnimi 
signalnimi zaporedji različnih genov (MFα1, PLB1, CRH1 in AGA2). Zanimalo nas je, 
katero signalno zaporeje je najbolj ustrezno za izločanje rekombinantne fitaze v gojišče, 
zato smo v drugem delu naloge primerjali fitazno aktivnost plazmidov z različnimi 
signalnimi zaporedji. Kloni s signalnim zaporedjem gena MFα1 so imeli zelo visoke 
znotrajcelične fitazne aktivnosti in nizke zunajcelične fitazne aktivnosti v gojišču SC-URA 
z dodatkom glukoze. V povprečju so kloni z zapisom za signalno zaporedje gena AGA2 
imeli najvišje zunajcelične fitazne aktivnosti v gojišču SC-URA z dodatkom glukoze. 
Primerjali smo tudi različna signalna zaporedja v dveh različnih gojiščih (YPD in SC-URA 
z dodatkom glukoze) in dveh različnih temperaturah (28 °C in 37 °C). V tem primeru so 
bile izmerjene zunajcelične fitazne aktivnosti višje kot znotrajcelične fitazne aktivnosti v 
gojišču YPD pri vseh klonih, najvišja zunajcelična fitazna aktivnost pa je bila izmerjena s 
signalnim zaporedjem gena MFα1 in najnižja pri klonih s signalnim zaporedjem za gen 
AGA2. Kljub predvidevanju, da bo višja fitazna aktivnost izmerjena pri višji temperaturi, v 
našem primeru tega nismo uspeli potrditi. 
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Mapa plazmida pYES2.1/V5-His/lacZ (Invitrogen, 2004), ki vsebuje gen za β-
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Znotrajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES_PGAL1_appA po 12 h in 18 h kultivacije pri 
28 °C, 220 rpm 
 




pYES_PGAL1_appA C1 SC-URA + GAL 
12 1,09 
18 0,98 
pYES_PGAL1_appA C2 SC-URA + GAL 
12 1,24 
18 1,57 
pYES_PGAL1_appA C3 SC-URA + GAL 
12 0,54 
18 1,78 
pYES_PGAL1_appA C4 SC-URA + GAL 
12 0,45 
18 0,91 
pYES_PGAL1_appA C5 SC-URA + GAL 
12 1,08 
18 0,74 
pYES_PGAL1_appA C6 SC-URA + GAL 
12 1,39 
18 2,49 
pYES_PGAL1_appA C7 SC-URA + GAL 
12 0,91 
18 0,74 
pYES_PGAL1_appA C8 SC-URA + GAL 
12 0,70 
18 1,62 
pYES_PGAL1_appA C9 SC-URA + GAL 
12 0,25 
18 1,22 
pYES_PGAL1_appA C10 SC-URA + GAL 
12 0,33 
18 0,92 
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Zunajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ, pYES_PGAL1_appA in 


















SC-URA + GLU 18 0,32  0,07 44,04 
SC-URA + GLU 24 0,87  0,05 53,46 
SC-URA + GLU 48 1,46  0,24 100,00 
SC-URA + GAL 18 0,03  0,03 2,40 
SC-URA + GAL 24 0,63  0,31 81,71 
SC-URA + GAL 48 0,50  0,06 22,04 
pYES_PGAL1_appA C1 
SC-URA + GLU 18 0,36  0,23 25,22 
SC-URA + GLU 24 1,01  0,01 66,10 
SC-URA + GLU 48 1,57  0,01 88,12 
SC-URA + GAL 18 0,11  0,03 9,60 
SC-URA + GAL 24 1,06  0,10 71,70 
SC-URA + GAL 48 1,08  0,15 52,38 
pYES_PGAL1_appA C6 
SC-URA + GLU 18 0,28  0,06 17,39 
SC-URA + GLU 24 1,06  0,08 62,83 
SC-URA + GLU 48 1,83  0,21 67,85 
SC-URA + GAL 18 0,38  0,00 20,37 
SC-URA + GAL 24 0,77  0,04 54,69 
SC-URA + GAL 48 0,85  0,33 58,25 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 1 
SC-URA + GLU 18 0,22  0,22 2,20 
SC-URA + GLU 24 0,83  0,26 7,96 
SC-URA + GLU 48 1,48  0,11 7,05 
SC-URA + GAL 18 0,49  0,10 4,30 
SC-URA + GAL 24 0,83  0,12 3,92 
SC-URA + GAL 48 1,37  0,26 8,24 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 2 
SC-URA + GLU 18 0,74  0,03 6,16 
SC-URA + GLU 24 1,20  0,01 5,26 
SC-URA + GLU 48 0,97  0,17 4,93 
SC-URA + GAL 18 0,73  0,32 3,22 
SC-URA + GAL 24 0,61  0,11 4,17 
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pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 3 
SC-URA + GLU 18 0,44  0,01 4,02 
SC-URA + GLU 24 0,74  0,03 6,16 
SC-URA + GLU 48 1,49  0,05 5,34 
SC-URA + GAL 18 0,63  0,08 3,06 
SC-URA + GAL 24 0,52  0,01 1,86 
SC-URA + GAL 48 1,24  0,23 9,40 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 4 
SC-URA + GLU 18 0,52  0,03 4,25 
SC-URA + GLU 24 0,48  0,48 1,54 
SC-URA + GLU 48 2,06  0,13 5,54 
SC-URA + GAL 18 0,65  0,08 5,55 
SC-URA + GAL 24 0,77  0,10 4,61 
SC-URA + GAL 48 1,06  0,05 8,41 
a
povprečna fitazna aktivnost predstavlja povprečje dveh paralelk  
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Znotrajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ, pYES_PGAL1_appA in 


















SC-URA + GLU 18 0,41  0,06 55,96 
SC-URA + GLU 24 0,76  0,14 46,54 
SC-URA + GAL 48 0,00  0,00 0,00 
SC-URA + GAL 18 1,23  0,53 97,60 
SC-URA + GAL 24 0,14  0,14 18,29 
SC-URA + GAL 48 1,78  0,77 77,96 
pYES_PGAL1_appA C1 
SC-URA + GLU 18 1,06  0,00 74,78 
SC-URA + GLU 24 0,52  0,03 33,90 
SC-URA + GLU 48 0,21  0,21 11,88 
SC-URA + GAL 18 1,00  0,05 90,40 
SC-URA + GAL 24 0,42  0,42 28,30 
SC-URA + GAL 48 0,99  0,06 47,62 
pYES_PGAL1_appA C6 
SC-URA + GLU 18 1,32  0,39 82,61 
SC-URA + GLU 24 0,63  0,06 37,17 
SC-URA + GLU 48 0,87  0,47 32,15 
SC-URA + GAL 18 1,47  0,33 79,65 
SC-URA + GAL 24 0,64  0,64 45,31 
SC-URA + GAL 48 0,61  0,22 41,75 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 1 
SC-URA + GLU 18 9,82  0,00 97,80 
SC-URA + GLU 24 9,65  0,57 92,04 
SC-URA + GLU 48 19,52  1,11 92,95 
SC-URA + GAL 18 10,84  0,44 95,70 
SC-URA + GAL 24 20,26  8,55 96,08 
SC-URA + GAL 48 15,20  3,35 91,76 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 2 
SC-URA + GLU 18 11,27  1,45 93,84 
SC-URA + GLU 24 21,61  8,95 94,74 
SC-URA + GLU 48 18,65  4,44 95,07 
SC-URA + GAL 18 21,99  8,57 96,78 
SC-URA + GAL 24 13,98  7,95 95,83 
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pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 3 
SC-URA + GLU 18 10,60  2,08 95,98 
SC-URA + GLU 24 11,27  2,39 93,84 
SC-URA + GLU 48 26,39  4,045 94,66 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 3 
SC-URA + GAL 18 19,78  10,77 96,94 
SC-URA + GAL 24 27,16  12,14 98,14 
SC-URA + GAL 48 12,00  2,29 90,60 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 4 
SC-URA + GLU 18 11,65  0,57 95,75 
SC-URA + GLU 24 30,53  0,02 98,46 
SC-URA + GLU 48 35,09  8,47 94,46 
SC-URA + GAL 18 10,99  3,22 94,45 
SC-URA + GAL 24 15,84  4,53 95,39 
SC-URA + GAL 48 11,55  1,25 91,59 
a
povprečna fitazna aktivnost predstavlja povprečje dveh paralelk 
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Zunajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ, pYES_PTEF1_α-
faktor_appA, pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA in 
















SC-URA + GLU 24 1,34 53,89 
SC-URA + GLU 48 0,49 22,10 




SC-URA + GLU 24 0,83 57,52 
SC-URA + GLU 48 0,26 34,75 
SC-URA + GLU 72 0,74 48,21 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 1 
SC-URA + GLU 24 0,39 7,20 
SC-URA + GLU 48 0,00 0,00 
SC-URA + GLU 72 0,00 0,00 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 4 
SC-URA + GLU 24 0,00 0,00 
SC-URA + GLU 48 0,81 6,81 
SC-URA + GLU 72 0,94 7,51 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (1) 
SC-URA + GLU 24 1,59 11,86 
SC-URA + GLU 48 0,76 5,85 
SC-URA + GLU 72 1,28 14,16 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (2) 
SC-URA + GLU 24 1,74 14,33 
SC-URA + GLU 48 0,63 7,56 
SC-URA + GLU 72 1,18 24,55 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (3) 
SC-URA + GLU 24 1,72 23,70 
SC-URA + GLU 48 0,93 10,20 
SC-URA + GLU 72 0,45 6,50 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (4) 
SC-URA + GLU 24 2,00 36,41 
SC-URA + GLU 48 1,14 11,37 
SC-URA + GLU 72 0,00 0,00 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (5) 
SC-URA + GLU 24 1,46 35,96 
SC-URA + GLU 48 0,63 9,05 




SC-URA + GLU 24 1,73 67,47 
SC-URA + GLU 48 1,17 20,71 
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SC-URA + GLU 24 1,48 49,19 
SC-URA + GLU 48 0,88 14,91 




SC-URA + GLU 24 2,21 27,96 
SC-URA + GLU 48 0,87 25,84 




SC-URA + GLU 24 2,02 36,49 
SC-URA + GLU 48 1,25 31,03 




SC-URA + GLU 24 1,84 37,20 
SC-URA + GLU 48 0,60 14,72 




SC-URA + GLU 24 2,03 30,86 
SC-URA + GLU 48 1,36 32,79 




SC-URA + GLU 24 1,53 10,86 
SC-URA + GLU 48 2,08 38,19 




SC-URA + GLU 24 2,13 36,18 
SC-URA + GLU 48 1,31 17,92 




SC-URA + GLU 24 1,57 36,27 
SC-URA + GLU 48 1,79 28,20 




SC-URA + GLU 24 2,26 50,77 
SC-URA + GLU 48 1,88 32,71 
SC-URA + GLU 72 1,83 23,28 
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Znotrajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ, pYES_PTEF1_α-
faktor_appA, pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA in 
















SC-URA + GLU 24 1,15 46,11 
SC-URA + GLU 48 1,73 77,90 




SC-URA + GLU 24 0,61 42,48 
SC-URA + GLU 48 0,49 65,25 
SC-URA + GLU 72 0,79 51,79 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 1 
SC-URA + GLU 24 5,02 92,80 
SC-URA + GLU 48 11,97 100,00 
SC-URA + GLU 72 4,62 100,00 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 4 
SC-URA + GLU 24 8,95 100,00 
SC-URA + GLU 48 11,02 93,19 
SC-URA + GLU 72 11,55 92,49 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (1) 
SC-URA + GLU 24 11,82 88,14 
SC-URA + GLU 48 12,25 94,15 
SC-URA + GLU 72 7,79 85,84 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (2) 
SC-URA + GLU 24 10,41 85,67 
SC-URA + GLU 48 7,65 92,44 
SC-URA + GLU 72 3,64 75,45 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (3) 
SC-URA + GLU 24 5,54 76,30 
SC-URA + GLU 48 8,23 89,80 
SC-URA + GLU 72 6,51 93,50 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (4) 
SC-URA + GLU 24 3,49 63,59 
SC-URA + GLU 48 8,88 88,63 
SC-URA + GLU 72 0,95 100,00 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (5) 
SC-URA + GLU 24 2,61 64,04 
SC-URA + GLU 48 6,30 90,95 




SC-URA + GLU 24 0,84 32,53 
SC-URA + GLU 48 4,49 79,29 
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SC-URA + GLU 24 1,53 50,81 
SC-URA + GLU 48 5,04 85,09 




SC-URA + GLU 24 5,70 72,04 
SC-URA + GLU 48 2,49 74,16 




SC-URA + GLU 24 3,52 63,51 
SC-URA + GLU 48 2,78 68,97 




SC-URA + GLU 24 3,11 62,80 
SC-URA + GLU 48 3,50 85,28 




SC-URA + GLU 24 4,55 69,14 
SC-URA + GLU 48 2,79 67,21 




SC-URA + GLU 24 12,52 89,14 
SC-URA + GLU 48 3,37 61,81 




SC-URA + GLU 24 3,76 63,82 
SC-URA + GLU 48 5,99 82,08 




SC-URA + GLU 24 2,76 63,73 
SC-URA + GLU 48 4,56 71,80 




SC-URA + GLU 24 2,19 49,23 
SC-URA + GLU 48 3,86 67,29 




Bešić E. Vpliv sekrecije heterolognih encimov kvasovke Saccharomyces cerevisiae na njihovo aktivnost. 





Zunajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ, pYES_PTEF1_α-
faktor_appA, pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA in 
pYES_PTEF1_AGA2_appA pri različnih gojiščih (YPD in SC-URA z dodatkom glukoze) in 



















SC-URA + GLU 
28 °C 
24 0,45  0,45 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
48 1,50  0,42 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
72 2,73  0,50 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
24 0,38  0,38 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
48 2,81  0,47 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
72 4,67  0,27 / 
YPD 28 °C 24 0,00  0,00 0,00 
YPD 28 °C 48 0,43  0,05 21,45 
YPD 28 °C 72 0,46  0,29 26,79 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 4 
SC-URA + GLU 
28 °C 
24 2,14  0,17 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
48 4,54  0,04 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
72 4,99  1,13 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
24 1,65  0,95 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
48 4,21  0,34 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
72 9,56  1,50 / 
YPD 28 °C 24 11,53  1,93 60,73 
YPD 28 °C 48 16,51  3,18 74,03 
YPD 28 °C 72 23,90  0,00 82,60 
se nadaljuje 
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pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (1) 
SC-URA + GLU 
28 °C 
24 0,51  0,51 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
48 1,61  0,24 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
72 4,09  1,89 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
24 0,63  0,63 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
48 2,21  0,71 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
72 7,00  0,11 / 
YPD 28 °C 24 8,49  0,09 52,35 
YPD 28 °C 48 14,81  1,14 86,81 




SC-URA + GLU 
28 °C 
24 1,03  0,02 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
48 2,21  0,35 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
72 2,28  0,12 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
24 0,93  0,01 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
48 1,69  0,25 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
72 4,49  0,60 / 
YPD 28 °C 24 4,73  0,68 74,48 
YPD 28 °C 48 8,57  1,15 78,25 
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SC-URA + GLU 
28 °C 
24 1,33  0,16 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
48 1,54  0,78 / 
SC-URA + GLU 
28 °C 
72 4,08  0,79 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
24 1,16  0,32 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
48 2,26  0,70 / 
SC-URA + GLU 
37 °C 
72 3,16  0,01 / 
YPD 28 °C 24 3,17  0,01 64,45 
YPD 28 °C 48 7,45  0,56 77,70 
YPD 28 °C 72 4,43  0,64 53,38 
a
povprečna fitazna aktivnost predstavlja povprečje dveh paralelk 
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Znotrajcelična fitazna aktivnost encima fitaze, izražene s transformantami S. cerevisiae 
INVSc1, transformiranih s plazmidom pYES2.1/V5-His/lacZ, pYES_PTEF1_α-
faktor_appA, pYES_PTEF1_PLB1_appA, pYES_PTEF1_CRH1_appA in 



















YPD 24 0,89  0,89 100,00 
YPD 48 1,58  0,14 78,55 
YPD 72 1,27  0,06 73,21 
pYES_PTEF1_α-faktor_appA alpha 4 
YPD 24 7,45  2,61 39,27 
YPD 48 5,79  0,53 25,97 
YPD 72 5,04  0,40 17,40 
pYES_PTEF1_PLB1_appA PLB1 (1) 
YPD 24 7,72  5,77 47,65 
YPD 48 2,25  0,58 13,19 




YPD 24 1,62  0,37 25,52 
YPD 48 2,38  0,36 21,75 




YPD 24 1,75  0,79 35,55 
YPD 48 2,14  0,13 22,30 
YPD 72 3,86  0,21 46,62 
a
povprečna fitazna aktivnost predstavlja povprečje dveh paralelk 
